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INTRODUCTION 


Dans la présente conférence nous formulerons une hypothése 
concernant un mécanisme d’orientation de la réaction de syn- 
thése des anticorps. 

Ce mécanisme contribuerait 4 assurer la spécificité des anticorps 
formés et aurait un caractére génétique. Aprés avoir formulé cette 
hypothése, nous en exposerons les prémisses, puis en détaillerons 
les preuves expérimentales qui suggérent que la réaction de syn- 
thése des anticorps a un caractére héréditaire. 

Les animaux paraissant étre tolérants {4, 2, 3] a leurs propres 
antigénes circulants, et par conséquent, a de trés nombreux déter- 
minants antigéniques, un déterminant antigénique d’une protéine 


(*) Je tiens 4 remercier le D™ R. Coté et la D™ A. Bussard de leur aide 
si précieuse pour la traduction de cette conférence. 

(**) Conférence prononcée le 24 mai 1960 dans le Grand Amphi- 
théAtre de 1|’Institut Pasteur, Paris. 
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étrangére ne peut élre immunogénique qu’a la condition d’étre 
différent de tous les déterminants antigéniques de l’organisme que 
Von tente d’immuniser. La spécificité de la « réponse immuni- 
taire » dépendrait donc de la relation existant entre la structure 
des antigénes autologues et celle des antigénes hétérologues. 

Bien plus, Jes déterminants antigéniques pouvant présenter une 
variabilité intraspécifique d’un individu a Vautre, les motifs 
immunogénes, sur une protéine hétérologue, ne seraient pas néces- 
sairement les mémes pour deux individus de la méme espéce. 

Comme la structure de ces motifs est déterminée génétiquement 
« la réponse immunitaire » des animaux a qui ils sont administrés 
le serait aussi. La validité de cette hypothése dépend des pre- 
misses suivantes 

La tolérance immunologique envers des antigénes définis est un 
phénoméne aussi général que la « réponse en anticorps » elle- 
méme. Elle dépend des déterminants chimiques individueis de |’an- 
tigéne et non pas exclusivement de l’antigéne considéré comme un 
tout. Si deux anligénes ont en commun un ou plusieurs motifs, la 
tolérance envers un antigéne peut affecter la réponse en anticorps 
4a l’égard de l’autre substance. Comme la tolérance immunolo- 
gique envers des antigénes hétérologues est un phénoméne géné- 
ral, on peut supposer qu’elle peut étre induite envers des protéines 
autologues et que les conclusions qui sont valides pour la tolé- 
rance envers des protéines hétérologues le sont aussi dans le cas 
‘des protéines autologues. Finalement, les protéines autologues 
de divers individus différent quant 4 la séquence des acides aminés 
(et quant a la structure secondaire) et ces différences sont déter- 
minées génétiquement de maniére directe. 

Avant de discuter les conséquences de ces idées, nous en 
examinerons la validité. 


LA TOLERANCE ENVERS DES PROTEINES DISFINIES 
COMME PHENOMENE GENERAL. 


L’injection d’une protéine hétérologue 4 un animal nouveau-né, 
‘supprime ou réduit la formation d’anticorps envers cet antigeéne 
particulier lorsque cet animal devenu adulte est soumis a des 
injections de cette protéine [4, 24). 

La tolérance immunologique dite « acquise » a élé induite chez 
‘des lapins, des veaux, des oiseaux, des souris, et les antigénes 
utilisés ont été des sérumalbumines diverses, de la ribonucléase, 
‘de l’azosérumalbumine et des extraits de levure. Qu’un mécanisme 
général soit en cause, cela est suggéré par la liste déja respectable 
-des antigénes variés employés et des différentes espéces animales 
Mises en cause. 

Quelques expériences semblent ne pas justifier cette générali- 
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sation. Selon certains rapports, la tolérance peut étre de courte 
durée chez les poulets {43, 20] et probablement les lapins [14, 45] 
et les souris [46], et peut exiger pour son entretien, une stimula- 
tion par ]’antigéne durant la vie adulte. Il n’est pas nécessaire 
de considérer ici la signification générale de ces résultats [voir 22], 
puisque, dans le probleme étudié, l’antigéne serait disponible 
durant la vie adulte. D’autre part, il a été fait mention a plusieurs 
reprises, de tentatives sans succés pour induire la_tolérance 
immunologique, en particulier lorsque des globules rouges sont 
injectés 4 la naissance. Ces cas doivent étre examinés de facon 
détaillée, car ils infirment Vhypothése de la tolérance posée 
comme un phénoméne général. 


CONSIDERATIONS GENERALES SUR L’INSUCCES 
DANS L’INDUCTION DE LA TOLERANCE. 


S’il existe une certaine relation, pour l’induction de la tolé- 
rance, entre la dose et la réponse [24] cela peut, sans aucun doute, 
expliquer certains des échecs constatés. En effet, la démonstration 
de la tolérance exigerait qu’on pdt impressionner chacune des 
cellules productrices d’anticorps ou leur cellule mére ; si seule- 
ment une proportion relativement faible de ces cellules était 
affectée par Vantigéne, Ja légére diminution dans la production 
d’anticorps qui en résulterait pourrait passer inapercue par suite 
de la grande variabilité individueille des lapins normaux dans 
la capacité a produire des anticorps. D’autre part, si la dose 
injectée a la naissance est telle qu’une trés petite proportion de 
cellules productrices d’anticorps demeure non influencée, une 
immunisation prolongée devrait ¢tre nécessaire pour permettre a 
ces cellules de se multiplier suffisamment et de produire des anti- 
corps en quantité décelable. En conséquence, durant les premiers 
stades de |’immunisation, aucun anticorps ne semblerait étre 
synthétisé, alors que, plus tard, aprés des injections répétées, 
les anticorps seraient produits en quantité décelable. 

Cependant, il est possible d’expliquer autrement quelques unes 
des tentatives infructueuses dans l’induction de la tolérance. En 
effet, un résultat négatif peut étre interprété non pas comme 
étant un échec a induire la tolérance, mais plutdt comme un 
insuccés a démontrer qu’elle a été induite. Cela peut se produire 
si l’on confond, chez l’adulte, les anticorps formés contre des 
impuretés de la substance injectée 4 la naissance (préparation 
hétérogéne) avec des anticorps correspondant 4 l’antigéne prin- 
cipal, anticorps qui, en fait, n’existent pas, l’organisme ¢tant 
bien resté tolérant a l’égard de cet antigéne principal. Pour illus- 
trer ce mécanisme, nous décrirons en détail quelques expériences, 
que nous avons effectuées en collaboration avec M. Carter, expé- 
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riences au cours desquelles des impuretés antigéniques se trou- 
vaient présentes en quantité trop faible pour susciter la tolérance, 

; ; 2 : yun 
mais suffisante pour faire apparaitre des anticorps chez l’animal 
adulte. 


Expérience illustrant Veffet des impuretés anligéniques. 


L’expérience que nous décrivons |49] semble, 4 premiére vue, 
s’étre soldée par un insuccés & induire la tolérance immunolo- 
gique ; cependant, une analyse plus attentive des résultats, montre 
que la tolérance avait été bel et bien induite, mais des impuretés 
a l’état de traces dans l’antigéne purifié utilisé avaient donné 
lieu & la formation d’anticorps chez les animaux adultes. Ces 
expériences ont été faites avec des chévres ayant subi des injec- 
tions d’albumine humaine immédiatement aprés leur naissance. 
A lage adulte, ces animaux et les témoins furent immunisés par 
de |’albumine humaine, en deux séries d’injections et les titrages 
des sérums furent faits par l’agglutination de globules rouges 
tannés et sensibilisés avec |’albumine humaine. 

Les deux groupes d’animaux variaient relativement peu, lun 
par rapport 4 l’autre, en ce qui concerne les titres d’agglutination 
de leurs sérums. 


Cependant, en essayant les mémes sérums par la méthode de 
précipitation quantitative, on ne trouva aucun anticorps du type 
précipitant dans les sérums des animaux traités & la naissance, 
alors qu’on en rencontra dans chacun des sérums des animaux 
témoins. Une chose était probable ; les animaux tolérants auraient 
formé des anticorps dissociables et non précipitants, c’est-a-dire 
incapables, seuls, de précipiter ]’antigéne, mais capables de le 
faire en présence d’anticorps précipitants. Une technique de co-pré- 
cipitation fut done essayée, consistant & mélanger & volume égal 
deux sérums, l’un riche en précipitines, l'autre dénué de précipi- 
lines. [La encore, chez Jes animaux immunisés A la naissance, on 
ne trouva aucun anticorps précipitant, alors qu’avec les autres 
on obtint des titres en anticorps variant entre 440 et 14 ug d’azote 
par ml de sérum, Ainsi, selon la méthode utilisée pour vérifier 
si la tolérance avait été induite, on avait un résultat négatif ou 
positif. Cela pouvait s’expliquer de deux facons 


1° La tolérance immunologique acquise ne consisterait pas en 
une inhibition compléte de la « réponse » en anticorps, mais en 
une modification du mécanisme de synthése telle que l’anticorps 
résultant s’unirait avec l’antigéne de facon trés dissociable. 

Au cours de ce travail, nous avons pu rejeter cette possibilité, 
qui peut toutefois s’appliquer fort bien dans d’autres situations. 


(Cf. observation faite par Bussard sur la déshydrogénase de la 
levure [48)}). 
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“° Ou bien, il s’agirait d’une impureté antigénique présente 
en trop faible quantité pour induire la tolérance, mais capable, 
a la suite d’une immunisation prolongée, de susciter la formation 
d’anticorps. 

L’hémagglutination est une méthode beaucoup plus sensible 
que la précipitation. La contradiction entre les résultats fournis 
par ces deux méthodes pouvait-elle étre due a la plus grande 
sensibilité de la technique d’hémagelutination, qui aurait décelé 
une concentration en anticorps d’un ordre de grandeur complé- 
tement différent de celui atteint par la méthode de précipitation ? 
On doit se rappeler ici, que les titres d’agglutination étaient du 
méme ordre de grandeur pour les animaux traités 4 la naissance 
et les témoins. Néanmoins, la sensibilité relative des méthodes 
WVagglutination et de précipitation pouvait encore étre mise en 
cause, si le titre d’hémagglutination n’était pas une fonction 
linéaire de la concentration en anticorps ou, en d’autres termes, 
si l’azote des anticorps et le titre d’hémagglutination n’étaient 
pas proportionnels. I] fallait un examen de ces deux points avant 
de mettre hors de cause cette banale explication des contradictions 
entre les deux sortes d’essais. Cette possibilité fut exclue par la 
démonstration que les relations en cause sont approximativement 
linéaires, ce qui exclut, comme explication plausible, la sensi- 
bilité différente des deux méthodes employées. 

La facon dont un antigéne disparait peut fournir une informa- 
tion que les essais sur les titres en anticorps sont incapables de 
révéler. En effet, on peut ainsi démontrer une quantité d’anticorps 
suffisamment faible pour ¢tre complétement neutralisée par |’anti- 
géne circulant, mais assez grande pour réduire la vitesse d’élimi- 
nation de l’antigéne [9]. Nous avons alors examiné les animaux 
traités a la naissance par cette troisiéme technique, qui, elle, peut 
révéler la formation des anticorps, a savoir: analyse de |’ élimi- 
nation de l’antigéne de la circulation. De cette fagon, nous avons 
appris que parmi les animaux traités 4 Ja naissance, une moitié 
éliminait l’antigéne en deux phases, tandis que l’autre moitié le 
faisait en trois étapes; en bref, ces derniers fournissaient une 
indication claire que lanticorps était présent. Nous obtenions 
ainsi une troisiéme réponse a notre question : 50 p. 100 des ani- 
maux étaient tolérants, 50 p. 100 ne l’étaient pas (tableau I). 

Ainsi, trois techniques différentes, la mesure du titre d’agglu- 
tination, l’essai de précipitation quantitative et l’examen de |’éli- 
mination de lantigéne, nous avaient fourni trois résultats appa- 
remment différents. 

Sur ces entrefaites, nous fimes une observation qui semblait 
confirmer notre impression que nous avions affaire a un complexe 
antigéne-anticorps soluble dans le cas des chévres traitées 4 la 
naissance. En effet, au tout début de l’élimination de Vantigéne, 
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nous décelames, par hémagglutination passive, la présence simul- 
tanée d’anticorps et d’antigéne (fig. 1). 

Ces observations pouvaient étre dues a la présence d’un 
complexe dissociable, si la possibilité était rejetée que ces résul- 
tats contradictoires étaient causés par une impureté antigénique. 
Pour cela, il fallait prouver que l’antigéne en circulation était 
celui qui avait suscité )’apparition de l’anticorps, preuve que 
pouvaient fournir des essais d’inhibition de Vhémagglutination. 


Tasreau I. 
ESSAIS SUR I’IMMUN-SERUM 
ug N Inverse du Elimination | 
précipitable /ml titre de l’albumine 
@) d’agglutination humaine 
| 
Chévres traitées a la} 
naissance : | 
aN i heiiceG.c-can sO asin Ie 20 000 triphasée | 
VELSINIGN OS Mirra a eiere seve one \ 2 000 diphasée | 
Ih de SINGS 48s orcs ot kavsyenetlstene aucun 200 diphasée 
eNOS Aa cine rs ravcveade cena ) décelable < 10 diphasée | 
INONSi hee cicmten eee | 2 000 triphasée | 
ENR Cis ORONO DORI E cid ot 200 triphasée 
Chévres non traitées a ia | 
naissance : 
NOL 7 Ok. ere a 438 | 50 000 | = 
INOS Ororcas cuetaue yea | 158 IO 000 = | 
INOV OO" seis amined 98 20 000 —- 
NOE OR Rah cetera: | 124 | 10 000 | -- 
IN ONO A. eaecpaen ae atcretns 41 | 2 000 oe 
INOS OS arse hae aw 14 2 000 | == | 
(*) Détermination faite par coprécipitation. 


Cette technique se résume a l’addition d’antigéne soluble au 
sérum avant l’agglutination. Le pouvoir agelutinant du sérum 
ainsi absorbé se trouve diminué si l’antigéne ajouté au sérum 
est identique 4 l’antigene dont on a recouvert les globules rouges 
devant étre soumis a l’action des anticorps ag elutinants. Dans le 
cas d’antigénes identiques, le pouvoir ag glutinant du sérum 
décroit au fur et & mesure que croissent les “quantités d’antigéne 
ajouté au sérum avant |’agglutination. Un anticorps dirigé contre 
Valbumine humaine sera donc inhibé par Valbumine ‘humaine, 
dont les différentes préparations, toutes d’une pureté de plus de 
90 p. 100, auront un pouvoir inhibiteur égal. D’autre part, Si 
V'anticorps a élé provoqué non par Valbumine humaine, mais par 
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une impureté antigénique, il s’ensuivra que le pouvoir inhibiteur 
de différentes préparations d’albumine humaine pourra varier. 
Les préparations résultant de techniques diverses sont susceptibles 
de contenir des impuretés en quantités différentes et, dés lors, 
pourront varier appréciablement en pouvoir inhibiteur. Bien 
entendu, seuls les résultats positifs peuvent étre significalifs, 
puisqu’un résultat négatif peut étre attribué a la présence de 
Vimpureté antigénique dans les mémes proportions dans les deux 
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Temps en hrs aprés I'injection de l'antigane 


—)— concentration de I'antigtne dans la circulation, déterminée par la méthode de 
précipitation quantitative. 


---©-- inverse du titre d'agglutination, déterminé par des globules rouges de mouton 
tannés et sensibilises par AP3. 


Fic. 1. — Elimination de l’antigéne dans la circulation d’une chévre adulte 

(traitée & la naissance par l’antigéne), et montée de l’anticorps agglutinant dans 

le sérum. Présence simultanée d’antigéne et d’anticorps dans le sang circulant 

d’une chévre adulte traitée 4 la naissance par une préparation d’albumine humaine 
(AP3). 


préparations d’albumine. Cette explication devenait toutefois 
de moins en moins plausible avec un nombre croissant de prépara- 
tions d’albumine faites suivant des fractionnements différents. 
Les sérums obtenus é la fin des expériences d’élimination 
furent les premiers soumis aux essais d’inhibition, alors qu’on 
compara le pouvoir inhibiteur d’une préparation d’albumine AP3 
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(fractionnement par l’éther, Kekwick et Mackay) et d’albumine 
« purissimum » venant des Behring Werke (Marburg, Allemagne 
de l’ouest). I] y avait une différence notable dans le pouvoir 
inhibiteur de ces deux préparations (fig. 2). Des expériences 
avec d’autres préparations d’albumine, de méme qu’avee des 
préparations d’alphaglobuline, aboutirent 4 montrer que lhap- 
toglobine était l’inhibiteur le plus efficace (fig. 2). Il était donc 
vraisemblable que, chez les animaux traités a la naissance, l’anti- 
corps fat dirigé contre une protéine présente en concentration 
plus grande dans les préparations d’haptoglobine que dans celles 
d’albumine humaine. 

Avant de considérer cette conclusion comme deéfinitive, il 
fallait éliminer une possibilité : si Valbumine était déplacée des 


6 


log (inverse du titre d'agglutination) 


ite) 20 30 40 50 60 
ig N protéine ajoutés 4 0:15 ml de sérum’ 83 


woe ©--- Albumine humaine ( préparation AP3) 
---1--- Albumine humaine (préparation "purissimum” Behring Werke) 
—®— Haptoglobine humaine, type génétique (1-1) 


Fic. 2. — Emploi de la technique d’inhibition de lagglutination pour la détection 
de Vhétérogénéité moléculaire dans la spécificité de l’anticorps. Anticorps chez les 
chévres tolérantes 4 l’albumine humaine. Spécificité de lV’anticorps trouvé dans le 
sérum d’une chévre traitée 4 la naissance par l’albumine humaine (AP3) et ulté- 
rieurement immunisée par le méme antigéne. Inhibition par diverses préparations 
protéiques de l’agglutination de globules rouges tannés et sensibilisés par V’albu- 


mine humaine (AP3). 


globules rouges tannés et sensibilisés, il se produirait une inhi- 
bition, qui ne serait évidemment pas linhibition des anticorps. 
Soit la série des faits suivants : un antigéne B est ajouté au 
sérum mais ne s’y combine pas; lorsque ce sérum ainsi traité 
est ultérieurement mis au contact de globules rouges tannés et 
sensibilisés par l’albumine humaine, l’antigéne B déplace l’albu- 
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mine humaine recouvrani les globules rouges et, comme résultat 
net, ces hématies ne sont plus agglutinées par un anticorps anti- 
albumine humaine. Si ces événements se produisaient, les résul- 
tats observés différeraient tres peu de ce qui se passerait dans 
le cas d’une combinaison réelle de Vantigéne avec |’anticorps, 
qui le rendrait incapable de se lier avec l’albumine recouvrant 
les globules rouges. I] était facile de vérifier s’il y avait déplace- 
ment. Les hématies furent sensibilisées par la préparation d’albu- 
mine AP3, marquée par de Viode radioactif, et, aprés lavage, 
elles furent incubées avec un sérum normal et dilué de chevre 
contenant, d’une part, de l’albumine humaine (AP38), et, d’autre 
part, de l’haptoglobine, pendant qu’un lot témoin était incubé 
uniquement avec un sérum normal et dilué de chévre. Aucune 
différence ne put étre trouvée entre les trois groupes de globules 
traités par ces préparations. Par conséquent, on put raisonnable- 
ment conclure que le déplacement ne se produisait pas et que 
les essais d’inhibition montraient bien que l’anticorps présent 
dans le sérum des animaux injectés 4 la naissance était dirigé 
contre une protéine autre que l|’albumine. 

Il restait & examiner par inhibition les sérums de tous les 
animaux devenus tolérants et 4 les comparer aux sérums des 
animaux témoins, 4 l’aide des préparations protéiques qui nous 
avaient permis de discerner les anticorps anti-albumine humaine 
des anticorps anti-impureté. Ces expériences faites sur les prises 
de sang aprés la seconde série d’immunisations prouvérent for- 
mellement que le sérum des animaux non traités a la naissance, 
contenait des anticorps anti-albumine humaine, tandis que le sérum 
de cing animaux sur les six traités 4 la naissance ne contenait 
aucun anticorps décelable vis-a-vis de Valbumine humaine. 

Néanmoins, chez trois chévres qui avaient été inoculées a la 
naissance, l’anligéne avait été soustrait de la circulation dans une 
troisiéme phase rapide, qui est caractéristique de la production 
d’anticorps, mais, malgré cela, nous ne pouvions pas nécessaire- 
ment en déduire que l’anticorps fit dirigé contre l’albumine 
humaine. Si deux antigénes sont éliminés en méme temps, leurs 
vitesses relatives de disparition de la circulation sanguine durant 
la premiére phase d’élimination et, particuliérement dans la 
seconde phase de destruction métabolique, peuvent étre tout a 
fait différentes. 

La formation d’anticorps débute plusieurs jours apres linjec- 
tion. A ce moment-la, Ja composition relative des deux antigénes 
peut étre complétement différente de celle du mélange initialement 
injecté, et il se peut qu’au moment de la troisiéme phase d’élimi- 
nation (par l’anticorps), un seul des deux antigénes demeure en 
circulation, et que |’élimination observée soit celle de cet anti- 
gene résiduel. Toutefois, cela devient invraisemblable, si 1’azote 
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hétérologue (sous forme d’antigéne) laissé dans la circulation san- 
guine au début de |’élimination par l’anticorps existe en quantité 
supérieure a celle du second antigéne dans la préparation pro- 
téique injectée au départ. 


D’aprés les analyses faites, on dut conclure que 1’élimination 
d’antigéne était bien celle de l’albumine humaine chez les trois 
chivree en observation. Le résultat final s’établissait donc ainsi : 


il y avait eu induction de la tolérance chez trois des six chévres 
traitées dés la naissance [19]. 

Pour les raisons données plus haut, on chercha une indication 
sur la nature et la quantité de l’impureté dans AP8, contre 
laquelle il y avait eu synthése d’anticorps chez les animaux 
tolérants 4 V’albumine humaine. 

Des expériences antérieures, avec AP3, avaient moniré chez 
cet antigéne, la présence d’une a, et d’une a,-globuline, et un 
anticorps contre l’une d’elles fut décelé par immunoélectrophorése 
chez des sérums de chévres immunisées, alors qu’aucun des 
animaux traités 4 la naissance ne possédait d’anticorps précipitants 
vis-a-vis d’un antigéne quelconque. Les expériences décrites pré- 
cédemment suggéraient Vhaptoglobine comme impureté contre 
laquelle Jes chévres, tolérantes 4 l’albumine humaine, avaient 
formé un anticorps. 

On vérifia cette hypothése en comparant le pouvoir de laison 
en hémoglobine de la préparation d’haptoglobine avec celui de 
la préparation d’albumine AP8 et, d’autre part, en comparant 
le pouvoir d’inhibition par hémagglutination passive de ces deux 
préparations protéiques, au moyen du sérum 83, qu’on savait 
dépourvu de tout anlicorps anti-albumine. AP3 contenait 5 p. 100 
(Vhaptoglobine selon la premiére méthode de comparaison, et 
5,8 p. 100 selon la deuxiéme méthode. La concordance des valeurs 
était plus que suffisante pour rendre vraisemblable la conclusion 
suivante : les animaux tolérants avaient fabriqué un anticorps 
anti-haptoglobine. Comme le pourcentage d’haptoglobine présente 
est assez bas, il se peut que la troisitme phase d’élimination, 
survenant aprés la troisiéme série d’immunisations et observée 
chez trois chévres traitées A la naissance, représente la suppres- 
sion de la circulation de Valbumine humaine et non celle d’une 
impureté macromoléculaire. 

Nos expériences (49] ont done montré que la tolérance a l’albu- 
mine humaine peut étre induite chez des chévres par injection 
de l’antigéne dés leur naissance. Une impureté antigénique dans 
la préparation d’albumine utilisée n’induisit pas la tolérance, mais 
provoqua la formation d’anticorps aprés injection chez Vanimal 
adulte. En conséquence, un anticorps pouvait étre décelé chez 
des animaux tolérants 4 ’albumine humaine et méme trouvé en 
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circulation en méme temps que l’antigéne. L’anticorps présent 
était dirigé contre un antigéne autre que celui en circulation, 
ce qui indiqua la présence ‘el Veffet d’une impureté antigénique, 
qui fut finalement identifiée comme étant l’haptoglobine. 


Effet de Uhétérogénéité de Vantigéne 
sur la mise en évidence de la tolérance. 


Peu de préparations de protéines purifiées peuvent se ren- 
contrer qui soient libres de contaminants antigéniques (44, 19] ; 
la situation qui vient d’étre exposée pourrait done se rencontrer 
chez d’autres animaux avec d’autres protéines purifiées comme 
antigénes. Plus le pourcentage de l’impureté antigénique est bas, 
plus faible est Ja probabilité que la quantité de protéine injectée 
aux animaux dés leur naissance contienne assez d’impureté 
pour induire Ja tolérance a |’égard de cette impureté et, dans ce 
cas, plus grande devient la probabilité que cette impureté pro- 
voque une réponse en anticorps aprés une immunisation pro- 
longée de |’animal adulte. Comme on le voit, l’apparition d’anti- 
corps, aprés l’immunisation prolongée d’un animal adulte qui 
a été traité € la naissance, ne peut pas nécessairement étre 
considérée comme une preuve que la tolérance a été restreinte. 
Une telle conclusion doit étre basée sur une démonstration que 
Vanticorps est dirigé contre les principaux constituants antigé- 
niques envers lesquels la tolérance avait été initialement établie. 
Le probléme est méme plus complexe lorsque des cellules sont 
utilisées comme antigénes. Ici, lagent a l’égard duquel et au 
moyen duquel la tolérance est induite et vérifiée, consiste en un 
nombre trés grand d’antigénes variés, chacun agissant indépen- 
damment pour induire la tolérance, et chacun étant présent en 
quantité distincte. 


Dans le cas ot des cellules homologues sont injectées, qui 
peuvent se multiplier chez le receveur, il se peut que chaque 
antigéne devienne présent en quantité suffisante pour induire la 
tolérance. S’il s’agit de cellules hétérologues et incapables de se 
multiplier chez le receveur, le probleme peut étre tout autre. Les 
antigénes qui existent a trés faible concentration a la surface de 
ces cellules n’induiront pas la tolérance, alors que ceux qui sont 
plus abondants Je feront. Une immunisation ultérieure conduira 
alors a la formation d’anticorps vis-a-vis des antigénes rares 
seulement. On en viendrait alors 4 la conclusion que Ja tolérance 
n’existe pas, ce qui est correct du point de vue de la physiologie 
cellulaire, mais non de l’immunologie. Cependant, ces anticorps 
seraient susceptibles de réagir avec la cellule d’une maniére trés 
différente de celle des anticorps des animaux qui ont été immu- 
nisés sans avoir été traités A la naissance avec la cellule. En 
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effet, dans ce dernier cas, les anticorps seraient dirigés a la fois 
contre les antigénes abondants et contre les antigénes rares, et 
action sur les antigénes rares pourrait étre masquée par Veffet 
sur les antigénes abondants. En conséquence, tout se passerait 
comme si la constante de dissociation ou la valence de l’anticorps 
avait été affectée par une injection A la naissance. Cependant, la 
dissociation de l’anticorps peut ne pas avoir changé, alors que 
la distribution des spécificités a été modifiée. En d’autres termes, 
les anticorps des animaux ayant recu des inoculations a Ja nais- 
sance réagiraient seulement avec quelques zones sur la cellule, 
alors que ceux des animaux non traités pourraient s’unir avec 
un plus grand nombre d’antigénes et, en particulier, avec les 
antigénes plus abondants a Ja surface de la cellule. 

A la lumiére des expériences décrites, on peut conclure qu’a 
moins de s’en tenir a des critéres trés rigides pour démontrer que 
des animaux immunisés a la naissance n’ont pas produit d’anti- 
corps envers |l’antigéne principal injecté, les rapports négatifs 
dune part, c’est-a-dire les échecs a induire la tolérance, doivent 
étre acceptés sous réserve et, d’autre part, l’obtention d’une induc- 
tion de la tolérance envers des protéines définies peut étre consi- 
dérée comme une indication que la tolérance immunologique est 
un phénoméne général. 

Le grand soin que nous avons pris 4 analyser cette source 
d’erreur en particulier s’explique. En effet, la question d’univer- 
salité de la tolérance immunologique acquise envers les protéines 
hétérologues s’appule sur ces considérations et doit étre minu- 
tleusement examinée afin que soit justifiée l’extrapolation aux 
protéines autologues A partir de la démonstration expérimentale 
de la tolérance vis-a-vis des antigénes hétérologues. 


SPECIFICITE DE LA TOLERANCE IMMUNOLOGIQUE ACQUISE 
ENVERS DES ANTIGENES DEFINIS. 


Nous allons maintenant aborder la seconde question soulevée au 
début, celle de la spécificité de la tolérance immunologique 
acquise. Pour étudier ce probléme nous avons fait, en collabora- 
tion avec Dubert et Pearce, des expériences types dans les condi- 
tions suivantes [8, 40] (tableau IJ). 


Tasieav II. 


ANTIGENE INJECTE A LA NaIssance | ANTIGENE INJECT DURANT LA VIE | 


ADULTE | 

. | . ° | 
albumine humaine azoalbumine humaine 
azoribonucléase azoalbumine humaine | 


azosérum de lapin azoalbumine humaine 
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Notre systeme d’examen des anticorps a été basé sur | inhibition 
de l’agglutination. Voici, une fois de plus, en résumé, comment 


Sérum anti-albumine humaine Sérum anti-azoalbumine humaine (ne 

(peut étre complétement peut pas étre complétement inhibé 

inhibé par addition préalable par addition préalable d’albumine 
d’albumine humaine). humaine). 
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fe) 14 
ig aibumine humaine /ml sérum dilué(|:10) 
fo ao) 
I=I Anticorps envers l'albumine humaine naturelle. 
Anticorps envers une modification structurale chez |‘albumine humaine 
devenue azoalbumine humaine. 
° Albumine humaine naturelle. 
On Azoalbumine humaine. 
Fic. 8. — Inhibition de l’agglutination comme moyen de détection de lVhétéro- 


ci spe car 


généité hapténique dans la spécificité de l’anticorps. Inhibition, par l’albumine 

humaine, de l’agglutination des globules rouges tannés et sensibilisés par l’azoal- 

bumine humaine. Les symboles ci-dessus sont employés dans le graphique pour 
montrer les réaclions se passant en excés d’antigéne et excés d’anticorps. 


cette méthode a été employée [9, 40, 44]. L’anticorps anti-albumine 
peut agglutiner des globules rouges tannés et sensibilisés par 
Valbumine humaine. On réduit le pouvoir agglutinant du sérum 
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si l’on y ajoute de l’albumine humaine avant de le mettre en contact 
avec les globules rouges sensibilisées. La baisse du pouvoir agglu- 
tinant dépend des quantités d’anticorps et d’antigénes présents. Si 
l’antigene est ajouté en quantité équivalente, il y aura inhibition 
compléte de l’agglutination, alors que des quantités plus faibles 
conduiront & des agglutinations partielles. On peut représenter gra- 
phiquement les résultats de telles expériences par Je logarithme de 
linverse du titre en fonction de la quantité d’antigéne ajoutée 
avant l’agglutination. La capacité d’agglutination d’un anticorps 
anti-azoalbumine humaine envers des hématies sensibilisées par 
Vazoalbumine humaine serait, par exemple, complétement inhibée 
par l’azoalbumine humaine, mais incomplétement par l’albumine 
humaine, parce qu’il y aurait toujours une certaine quantité d’anti- 
corps engendrés par la fraction structurale altérée de ]’albumine 
et que ces anticorps ne seraient pas affectés par l’addition de la 
protéine naturelle (fig. 3). 


L’anticorps évalué au cours de ces expériences n’est pas néces- 
sairement identique A celui mesuré par une dialyse d’équilibre 
contre des hapténes. D’aprés la détermination au moyen de la 
dialyse d’équilibre, l’anticorps contre Vhapténe ne se rencontre 
pas dans le sérum de tous les animaux aprés une troisiéme série 
d’injections. Selon Ja technique décrite ici, cette sorte d’anticorps 
fut trouvée chez chacun des animaux témoins (fig. 5 A). En atten- 
dant de trouver une explication a cette discordance, nous préfé- 
rons dire« anticorps dirigé contre la modification structurale de 
la molécule » plutot que « anticorps dirigé contre le groupe azo ». 
Nous insistons cependant sur le fait que la décision finale sur ce 
point en particulier n’affectera d’aucune facon la nature des consi- 
dérations suivantes. 


Dans la plupart des cas, l’immunisation par l’azoalbumine 
humaine d’animaux tolérants envers l’albumine humaine ne 
suscite pas une réponse perceptible en anticorps vis-a-vis de ]’azo- 
albumine humaine. Toutefois, 20 a 80 p. 100 des animaux tolé- 
rants 4 ’albumine humaine élaboreront un anticorps anti-azoalbu- 
mine humaine. Cet anticorps n’est pas inhibé par Jl addition 
préalable d’albumine humaine au sérum, mais, par contre, il est 
neutralisé complétement par l’azoalbumine humaine (fig. 4). De 
tels anticorps sont donc entiérement dirigés contre la section 
modifiée de la molécule et non contre sa partie inchangée. Les 
animaux ayant recu A la naissance des inoculations d’azoribo- 
nucléase et immunisés ultérieurement avec de 1’azoalbumine 
humaine montrent aussi deux réponses différentes. La majorité 
des animaux élaborent des anticorps a la fois contre la partie 
intacte et contre la structure altérée de la molécule, alors qu’un 
petit nombre d’entre eux produiront des anticorps dirigés exclusi- 
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vement contre la partie intacte de la molécule sans qu’aucun le 
soit contre sa modification structurale (fig. 5 A et 5 B). 

On rencontre cependant un cas expérimental en contradiction 
avec V’hypothése des déterminants individuels considérés comme 
les agents exclusifs de l’induction de la tolérance. Les animaux 
traiiés 4 la naissance par de l’azosérum de lapin et immunisés 
ensuite avec de !’azoalbumine humaine forment des anticorps Aa la 
fois contre la fraction modifiée et la partie inchangée de la 
molécule, et les anlicorps de ces animaux ne peuvent en aucune 
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Fic. 4. — Spécificité des sérums de lapins traités 4 la naissance par l’albumine 

humaine et immunisés 4 l'état adulte par l’azoalbumine humaine. Inhibition par 

Valbumine humaine et l’azoalbumine humaine de l’agglutination de globules rouges 

tannés et sensibilisés par l’azoalbumine humaine. Sérum de lapin anti-azoalbumine 

humaine. Lapin traité a la naissance par l’albumine humaine et immunisé ultérieu- 
rement par l’azoalbumine humaine. 


facon se distinguer de ceux produits par les autres animaux de la 
méme portée, traités de la méme facon, sauf le cas de l’inocula- 
tion 4 Ja naissance. rad 

I] n’est pas possible présentement de savoir si cette observa- 
tion est d’une importance fondamentale ou si elle est due a des 
circonstances périphériques spéciales. Pour le moment, cerlaines 
réserves doivent étre faites pour tenir compte de ce fait et aussi 
de la découverte que la tolérance semble inhiber, chez beaucoup 
d’animaux ayant recu & la naissance des inoculations de la 
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molécule naturelle seule, la réponse en anticorps envers la modi- 
fication structurale de la molécule. A |’exception de cette derniére 
expérience, tout semble bien indiquer que la tolérance est dépen- 
dante des déterminants antigéniques. En conséquence, la réponse 
en anticorps d’un animal adulte tolérant n’est pas seulement 
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Fie. 5 a. — Spécificité des sérums de lapins non traités A la naissance mais 
immunisés durant la vie adulle par l’azoalbumine humaine. Témoins. Inhibition 
par albumine humaine et azoalbumine humaine de l’agglutination de globules 
rouges tannés et sensibilisés par l’azoalbumine humaine. Sérums anti-azoalbumine 
humaine obtenus d’animaux adultes normaux, non traités par 1’azoalbumine 
humaine a la naissance, et des lapins 102E et 102F ayant recu une seule injection 
de 5 mg d’azoalbumine humaine a la naissance (cette dose n’affecte pas la réponse 
ultérieure). Les chiffres entre parentheses donnent lage de l’animal donneur, 
excepté dans le cas des femelles, ot le nombre entre parenthéses indique le 
nombre de jours apres la mise bas. 
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inhibée par rapport a l’antigéne injecté a la naissance, mais est 
aussi réduite pour un antigéne inoculé durant la vie adulte, anti- 
géne qui posséderait certains déterminants communs avec le 
matériel injecté 4 la naissance. Ceci explique l’observation [4] que 
les lapins tolérants envers l’albumine bovine produisent de fagon 
significative moins d’anticorps envers V’albumine d’ceuf (connue 
comme donnant une réaction croisée avec l’albumine bovine [24]) 
que ne le font les animaux non tolérants envers l’albumine bovine. 
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Fic. 5 b. — Spécificité des sérums de lapins traités 4 la naissance par l’azori- 

bonucléase et immunisés durant la vie adulte par l’azoalbumine humaine. Lapins 

traités & la naissance par l’azoribonucléase. Inhibition par l’albumine humaine et 

l’azoalbumine humaine de l’agglutination de globules rouges tannés et sensibi- 

lisés par l’azoalbumine humaine. Sérum anti-azoalbumine humaine obtenu d’ani- 

maux adultes traités 4 la naissance par l’azoribonucléase. Les chiffres entre paren- 
théses indiquent l’4ge de l’animal donneur. 


On pourrait résumer ainsi les observations précédentes (fig. 6) : 
la tolérance immunologique acquise, comme la réponse immuno- 
logique, peut donc étre induite envers des groupements d’une 
molécule et ne dépend pas exclusivement de la molécule consi- 
dérée comme entité. Toutefois, la molécule comme entité semble 
jouer un role dans la détermination de la spécificité de la tolé- 
rance immunologique acquise. Cette affirmation est basée sur le 
fait que quelques animaux tolérants a |’albumine humaine sem- 
blent incapables de former des anticorps a l’égard de la fraction 
moléculaire altérée par le couplage, cependant que tous les ani- 


Annales de l'Institut Pasteur, 100, n° 3, 1961. 19 


282 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


maux trailés 4 la naissance avec de l’azosérum de lapin paraissent 
capables de donner des anticorps envers la modification structu- 
rale apportée par |’introduction du groupement azo, méme rattaché 
a l’albumine humaine. II reste bien des détails 4 éclaircir sur ce 
point, car, en vérité, nous en sommes encore au début dans l’ana- 
lyse de la spécificité. 


Nouveau -né Adulte Anticorps envers: - 
azoalbumine Modification Protéine (albumine humaine) 
humaine _ structurale dans albumine 
humaine devenue — 
azoalbumine humaine 


Témoin ED pase. —> + =f. 


albumine humaine azoalbumine humaine 


reetcc re: _ 
azoribonuciéase azoalbumine humaine 

+ + 

at ie. 


azosérum de lapin azoalbumine humaine 
+ ——+ + + 
Fic. 6. — Spécificité de la tolérance immunologique acquise. Résumé des 


expériences modéles. 


SPECIFICITIS DE LA REPONSE EN ANTICORDS. 


Des expériences modéles avec des protéines naturelles ou modi- 
figées ont montré qu’un animal tolérant & l’albumine humaine peut 
former de faibles quantités d’anticorps anti-azoalbumine humaine. 
Ces anticorps different de ceux qui sont formés par un animal 
non traité a la naissance, car ils sont presque exclusivement 
adaptés 4 la structure modifiée de la molécule, ne montrant que 
trés peu de réaction croisée avec Ja partie intacte de la protéine. 
La tolérance envers un antigéne hétérologue peut donc affecter 
la réponse en anticorps envers un autre antigéne si un motif anti- 
génique est commun aux deux antigénes. Si l’on admet un effet 
similaire comme résullat de la tolérance a une protéine autologue, 
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un animal adulte pourrait non seulement étre empéché de faire 
des anticorps vis-a-vis de la protéine autologue comme telle, 
mais aussi envers tout motif antigénique présent chez une pro- 
téine autologue. Une protéine hétérologue qui contiendrait un 
groupement déterminant similaire ou semblable serait alors inca- 
pable d’agir comme inducteur de la production d’anticorps. 
Comme une grande variété de protéines circulent dans | orga- 
nisme, il semblerait admissible qu’un nombre considérable de 
motifs antigéniques fussent exclus en ce qui concerne |’induction 
d’anticorps ; il en résulte que la spécificité de la réponse en anti- 
corps envers les protéines serait contrélée dans beaucoup de cas 
par la tolérance développée envers les protéines autologues. 
De plus, la quantité d’anticorps synthétisés en réponse a un anti- 
géne hétérologue serait subordonnée ainsi @ la tolérance induite 
envers les protéines autologues, car le nombre de motifs anti- 
géniques potentiels d’un antigéne hétérologue dépendrait du 
nombre de groupements déterminants, distincts de ceux des pro- 


x 


téines autologues du sujet & immuniser. 


Les études sur les anticorps anti-enzymes [54] ont apporté une 
confirmation expérimentale a l’effet supposé des déterminants 
autologues sur la réponse envers des antigénes hétérologues. 
Alors que la structure des apoenzymes varie d’une espéce a 
Vautre, les groupes prosthétiques des enzymes sont peu affectés 
au cours de 1|’évolution. On peut susciter des anticorps anti- 
apoenzymes aussi facilement qu’envers n’importe quel antigéne 
protéique. Jusqu’ici, on n’a pu mettre en évidence un anticorps 
dirigé contre le groupe prosthétique ; les nombreux travaux sur 
Vhémoglobine, par exemple, n’ont pas révélé d’anticorps spéci- 
fique A la portion héme. 


H&REDITE DE LA REPONSE EN ANTICORPS. 


Déterminisme génétique de la structure des protéines. 


L’influence possible de la tolérance envers les protéines auto-~ 
logues sur le contrdle génétique de Ja réponse en anticorps est 
peut-étre la plus intéressante des conséquences probables de la 
tolérance a l’égard des protéines isologues. Les génes agiraient 
ainsi de facon indirecte. 

Dans le systéme type déja mentionné [8, 9, 10], l’azoalbumine, 
normalement un bon antigéne, était devenu un piétre antigéne 
pour les animaux tolérants 4 l’albumine humaine. La tolérance 
naturelle envers une protéine autologue pourrait, on le présume, 
agir a la facon de Ja tolérance induite expérimentalement vis-a-vis 
des protéines hétérologues, dont le mode d'action vient d’étre 
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montré. Il suffit alors de supposer que Vhérédité de la réponse 
en anticorps intervient au moyen de la structure des protéines 
autologues, comme une conséquence de la tolérance immunolo- 
gique aux protéines autologues, et il n’est pas nécessaire de 
faire appel a un contréle génétique direct et indépendant pour 
la réponse en anticorps envers tous les antigénes (tableau HI). 


Tasteau Il. — Variation génétique des protéines du sang. 
PROTEINE ESPECE AUTEUR PUBLICATION 
Oudin 1956 C..R. Acad, Sci. 242)|\ 
; 2489-2490 
Lapin |] Oudin 1956 C. R. Acad. Sci., 242, 
f 2606-2608 _ 
Aisuutine Cobaye Oudin 1958 In : Symposium on Pro- 


tein Structure, 298-301 || 
A. Neuberger, John 
Wiley, edit. New York 
Bétail Ashton. 1957 Nature, 180, 917-919 
Homme | Grubb et Laurell | 1956 Acta Pathol. Microbiol. 
Scand., 39, 390 


| Homme Itano 1957 Advances in Protein 
\ Chem., 12, 215-268 
Hémoglobine) Bétail Bangham 1957 Nature, 179, 467-468)| 


Harris, e¢ al 1955 Biochem. J.,60, X XIX 
Cabannes, et al 1955 Soc. Biol., 149, 1193-|| 


1197 
Mouton Huisman, ef al | 1958 Nature, 182, 171-172 


van der Helm, et al) 1957 Arch. Biochem. Bio- 
phys., 72, 331-339 


Smithies, et al 1956 Nature, 178, 694-695 


; | Sutton, et al 1956 Nature, 178, 1287 
Haptoglobine) Homme Bearn, et al 1959 J. Exp. Med., 109, 
55-68 
| Knedel 1957 Blut, 3, 129 
\ Knedel 1958 Clin. Chim. Acta, 3, 
3 71 
Albumine ..| Homme Earle, et al 1959 J. Clin. Invest., 38, 
/ I412-1420 


La quantité d’anticorps synthétisés dépendrait, entre autres 
facteurs, du nombre de groupemenis déterminants d’un antigéne 
capables de provoquer Vapparition d’anticorps, c’est-a-dire du 
nombre de motifs antigéniques non exclus par la tolérance aux 
protéines autologues. Les motifs antigéniques exclus comme 
immunogénes seraient sous contréle génétique dans la mesure oti 
les séquences d’acides aminés et les structures des protéines 
autologues le sont. Par conséquent, les différences entre les 
réponses de divers individus seraient attribuables 4 des variations 
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dans la structure de leurs protéines. On sait que les globulines 
sériques chez le lapin [25, 26, 27], le cobaye {28}, le bétail [29] 
et l'homme [30}; l’hémoglobine chez homme [84], le bétail [32] 
et le mouton (88, 36]; |’haptoglobine [37, 38, 39] et l’albumine [40, 
44, 42] chez homme, sont sous un contréle génétique individuel 
et varient selon les différents individus. I] est probable qu’on 
trouvera cette méme situation pour d’autres, sinon toutes les 
protéines. Méme si ces différences ne peuvent affecter qu’une trés 
petite proportion des acides aminés [48, 44] elles peuvent cepen- 
dant exercer un effet profond sur la structure tertiaire des pro- 
téines. Ainsi, selon les individus, il n’y aurait pas de réponse en 
anticorps envers diverses séquences d’acides aminés. Comme 
conséquence de cette variation génétique entre déterminants, les 
motifs antigéniques exclus comme immunogénes varieraient d’un 
individu a l’autre et un antigéne hétérologue pourrait avoir beau- 
coup plus de structures capables de susciter Ja formation d’anti- 
corps chez un individu que chez un autre. Il en résulterait des 
différences dans la quantité d’anticorps produits par divers sujets 
immunisés par le méme antigéne hétérologue et ce phénoméne 
serait héréditaire. 

Si les spéculations précédentes sont correctes et si une maladie 
par auto-immunisation peut méme se produire comme consé- 
quence d’une certaine disparition de la tolérance, ce phénoméne 
devrait étre accompagné d’un changement, si petit soit-il, dans la 
spécificité et la nature de la réponse entiére en anticorps. Ce 
fait pourrait permettre une distinction expérimentale entre unc 
maladie par auto-immunisation causée par la mise a jour d’un 
antigéne normalement inaccessible, envers lequel la tolérance 
n’avait jamais été établie, et une maladie par auto-immunisation 
résultant d’une restriction subite dans la tolérance antérieurement 
acquise. 

Preuves actuelles 
en faveur de l’hérédité de la réponse en anticorps. 


Il y a des faits qui suggérent, sinon démontrent Vhérédité des 
variations dans la réponse en anticorps. Du point de vue immu- 
nochimique, une analyse démonstrative devra étre faite a l'aide 
d’antigénes homogénes et moléculairement définis. Il est possible 
d’employer un mélange d’antigenes si une espéce moléculaire 
particuliére peut étre identifiée par son action biochimique de 
telle sorte que la réponse en anticorps soit mesurable au moyen 
de Vinhibition de l’activité biologique ou biochimique de |’anti- 
gene. 

Gorer et Schiitze [45] ont montré que la quantité d’anticorps 
élaborés a la suite d’une immunisation par les antigénes H et O 
de S. typhimurium et S. enteretidis est différente pour les animaux 
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d’une race a l’autre et que la quantité respective d’anticorps 
formés par chacune des lignées n’est pas la méme envers l’un et 
l’autre antigéne. Des observations similaires ont été rapportées 
par Ipsen [46, 47] au sujet de la production d’anticorps par des 
races consanguines de souris contre l’anatoxine tétanique. : la 
réponse moyenne variait pour chaque lignée de souris et la quan- 
tité respective d’anticorps élaborés aprés des immunisations pri- 
maire et secondaire demeurait la méme. Scheibel [48] a pu obte- 
nir par croisements consanguins deux lignées de cobayes différant 
par leur capacité de production d’antitoxine diphtérique. Ses 
découvertes sont probablement les plus deétaillées disponibles 
aujourd’hui et, tout en fournissant une preuve solide en faveur 
de Vhérédité de la réponse en anticorps, elles ont aussi révélé un 
certain nombre de phénoménes difficiles & comprendre. Chez la 
bonne race de cobayes, qui fournissait une grande quantité d’anti- 
corps, il y avait une élévation significative de la quantité formée 
par les descendants de la troisiéme génération ; la variation n’ était 
toutefois pas significative chez les deux générations suivantes et 
il y avait une baisse nette dans la production d’antitoxine chez la 
sixiéme génération. Aucune explication ne peut étre fournie 
pour cette chute. D’autre part, le nombre d’animaux dans la 
mauvaise lignée, chez lesquels aucun anticorps n’était mesurable, 
s’accroissait de génération en génération. La quantité d’antitoxine 
décelable chez les mauvais sujets ne changea pas au cours de 
la sélection et des croisements consanguins. Il y avait une diffé- 
rence nette entre les générations correspondantes des bonnes et 
mauvaises lignées aprés la génération F,. Cependant, les races 
n’étaient pas suffisamment pures pour des expériences de croi- 
sement et le mode d’hérédité ne fut done pas analysé. Le fait 
qu’en une génération, chez la bonne race, le nombre de produc- 
teurs d’antitoxine dépassait 90 p. 100 alors qu’il fallait cing 
générations de la mauvaise lignée pour donner 90 p. 100 de pro- 
ducteurs, conduisit Scheibel A suggérer la dominance de la 
faculté de fabriquer l’antitoxine. 

Sobey [49] a obtenu des résultats trés suggestifs concernant 
Phérédité des réponses en anticorps. Il a pu mesurer |’héritabi- 
lité de la réaction du lapin au virus de la mosaique du tabac en 
déterminant la quantité d’anticorps présente chez les parents et 
leurs descendants lors de la réponse secondaire envers cet anti- 
géne. La régression entre les valeurs moyennes trouvées chez les 
parents et celles trouvées chez les descendants dans une popula- 
tion non consanguine de lapins conduisit a une héritabilité de 
h? = 0,876 avec une S. E. = 0,09. 

Il y a done une certaine présomption en faveur de l’hérédité 
de la réaction en anticorps. Selon le mécanisme proposé au cours 
de cette conférence, on devrait s’attendre 4 trouver comme mul- 
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lifactorielle hérédité de la réponse en anticorps, Toutefois, on 
a besoin ici, d’une démonstration définitive sur ce point. 

‘Les expériences de Gorer et Schtitze [45] ont indiqué que la 
réaction en anticorps 4 légard de différents antigénes pouvait 
se transmettre par hérédité de facon indépendante (voir aussi 
[50}). Ce fait est aussi indiqué par une observation récente au 
sujet d’antigénes purifiés. La ribonucléase bovine, qui est un 
excellent antigéne chez des lapins de garenne, n’a pratiquement 
suscité aucun anticorps en quantité mesurable chez des lapins de 
la variété Blanc d’Himalaya [42]. Cependant, d’autres antigénes, 
par exemple l’albumine humaine ou I’azoalbumine humaine, pro- 
voquérent des anticorps a un haut titre chez ces deux types de 
lapins. 

Les expériences génétiques actuellement disponibles permetient 
de prédire que l’intensité de la réponse en anticorps envers un 
antigéne donné est un caractére héritable et aussi que la capacité 
a former des anticorps 4 l’égard de divers antigénes peut étre 
héritée indépendamment. 


CONCLUSION. 


Appuyée par les faits et déductions mentionnés plus haut, 
Vhypothése est émise que la fabrication des anticorps envers des 
antigénes hétérologues est contrélée dans sa spécificité et son 
hérédité par la tolérance a l’égard des protéines autologues. 
Chaque synthése d’anticorps correspondant a un antigéne hétéro- 
logue donné serait due 4 un caractére hérité de fagon indépen- 
dante, et ce, dans la mesure ot il y a transmission héréditaire 
indépendante pour la structure des protéines autologues. L’éla- 
boration d’anticorps a l’égard de la plupart des antigénes dépen- 
drait done de Ja présence des structures spécifiques autologues, 
Vhérédité de la production d’anticorps contre la plupart des 
antigénes étant multifactorielle. L’expérience acquise dans les 
domaines concernant la spécificité des anticorps anti-enzymes et 
Vhérédité de la réponse en anticorps est en accord avec cette 
hypothése. 


SUMMARY 


AN IMMUNOLOGICAL STEERING MECHANISM 


An immunological steering mechanism has been proposed 
which would contribute to the specificity of the antibody response 
and cause the inheritance of the extent of antibody response. 
It is suggested that animals are tolerant to their own circulating 
antigens and hence to a very large number of antigenic deter- 
minants. An antigenic determinant of an heterologous protein 
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could only induce an antibody response if it were different from 
any of the determinants of the autologous proteins (fig. 6). The 
specificity of the antibody response would thus depend on the 
relation between the structure of autologous and heterologous 
antigens. The structure of autologous proteins could also control 
the inheritance of the antibody response. The determinant sites 
of autologous proteins are not always the same in individuals of 
the same species (table III), and as a consequence the determi- 
nants of a heterologous protein which could elicit an antibody 
response would not be necessarily identical, in composition or - 
number, in two individuals of the same species. Since the struc- 
ture and sequence of amino acids of autologous proteins is gene- 
tically controlled, the antibody response, which would depend 
on these, would also be inherited and would be inherited inde- 
pendently for different antigens. Since the antibody response 
to most antigens would depend on several autologous antigens, 
the inheritance of the antibody response to most antigens would 
be multifactorial. 

The premises of this hypothesis and the existing evidence as 
to its consequences have been examined. The available evidence 
on the inheritance of the antibody response is in agreement with 
the hypothesis. 
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VIRULENCE COMPAREE 
POUR LES VERS A SOIE (BOMBYX MORI L.) 
DE QUELQUES VARIETES 
DE BACILLUS CEREUS FRANK. ET FRANK. 
ENTOMOPHAGES ET CRISTALLOPHORES 
ET DE LEURS INCLUSIONS CRISTALLINES 


par C. TOUMANOFF et J. DURAND (*) (**) 


(Institut- Pasteur) 


Les recherches concernant l’effet des bactéries aérobies du 
groupe cereus sont déjaé nombreuses et des éJéments utiles ont 
été réunis 4 ce point de vue au cours des derniéres années. 


C’est ainsi que les travaux qui ont été publiés sur ce sujet et 
qui se rapportent a des bactéries aérobies sporogénes du groupe 
cereus déja bien connues et notamment : B. cereus var. thurin- 
giensis (souche Mattes d’Allemagne, isolée d’Ephestia kuhniella, 
largement distribuée dans les laboratoires d’Europe et d’Amé- 
rique), B. cereus var. sotto agent pathogéne de la flacherie des 
vers 4 soie au Japon, et B. cereus var. alesti isolé des vers 4 soie 
de la région des Cévennes, ont démontré qu’il existe une certaine 
spécificité en ce qui concerne leur action sur les chenilles de 
Bombyx mori et d’autres Lépidopteéres. 


En ce qui concerne les vers 4 soie, ce sont B. cereus var. 
alesti et B. cereus var. sotto qui s’avérent les plus pathogénes 
pour les vers, suivis par B. cereus var. thuringiensis souche 
Mattes, qui est la moins pathogéne de toutes, on peut méme dire 
peu pathogéne pour les vers a sole. 

Néanmoins, comme l’ont démontré les expériences effectuées 
par l'un de nous, B. cereus var. alesti est pathogéne non seule- 
ment pour les vers A sole mais également pour d’autres larves 
de Lépidopteres et plus spécialement pour Hyponomeuta cogna- 


(*) Directeur de recherches 4 1’0. R. S. T. O. M. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 novembre 1960. 
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lella, H. malinella, Pieris brassicae et, dans une bien plus faible 
mesure, pour les chenilles de la fausse teigne des ruches, Gal- 
leria mellonella {410}. 


_ Il est ainsi apparu que la variété alesti qui a été isolée d’un 
insecte phytophage (Bombyx mori L.) est une souche polyva- 
lente dont l'utilisation dans la lutte contre les larves de Lépidop- 
teres nuisibles pourrait présenter un intérét tout A fait spé- 
cial [42]. 

Il fut par contre noté, aussi bien en France qu’au Canada, 
que B. cereus var. thuringiensis (souche Mattes) n’est que peu 
ou pas pathogéne pour les chenilles de Ja fausse teigne, Gal- 
leria mellonella. 

I] a été signalé par ailleurs qu’il y a intérét a étudier l’effet 
pathogéne des différentes souches cristallophores de B. cereus 
en tenant compte des insectes dont elles sont isolées, insectes 
phytophages ou insectes s’attaquant aux produits alimentaires 
stockés (farines, graines, cire, pollen, etc.). 

I] n’était cependant pas exclu (et la preuve était déja fournie 
a ce point de vue par la souche alesti) que certains germes 
puissent étre pathogénes pour les insectes des deux groupes. 

Si les recherches ont été surtout limitées aux trois formes de 
bactéries mentionnées, c’est uniquement parce qu’il s’agissait de 
germes connus et bien étudiés qu’on pouvait distinguer d’aprés 
leurs caractéres biochimiques, suffisamment bien définis. 

I] était a prévoir que d’autres souches de bactéries aérobies 
sporogénes et cristallophores parasites de larves de Lépidoptéres 
seraient par la suile découvertes. 

C’est ainsi que de nouvelles souches de ces bactéries ont été 
découvertes récemment en Allemagne Occidentale, en Europe Cen- 
traleveisen’ U..R.S.:S. 

A la Conférence Internationale concernant la pathologie des 
insectes 4 Prague (1958) il a été décidé qu’un libre échange des 
souches bactériennes pathogénes pour les insectes devait étre 
effectué entre divers pays afin de pouvoir confronter leur effet 
sur les insectes de différentes régions du monde. 

C’est ainsi que le Service de Pathologie des Insectes de I’Ins- 
titut Pasteur de Paris a pu entrer en possession d’un certain 
nombre de souches bactériennes isolées en Tchécoslovaquie, en 
U. R. S.S. et en Allemagne Occidentale. 

I] était inléressant d’éprouver l’effet de ces diverses souches 
cristallophores de B. cereus sur divers insectes. 

I] convient en effet, si fastidieux que cela paraisse au premier 
abord, d’enregistrer l’effet, sur les larves de Lépidoptéres, de 
toutes les souches, quelle que soit leur origine, pour pouvoir 
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par la suite faire la synthése des résultats obtenus dans diverses 
parties du monde avec des souches variées. 


Il est indéniable que leur effet est différent selon la physiologie 
propre de chaque insecte, non seulement 4 un Age déterminé, 
mais aussi au cours de ses différents stades correspondant a divers 
états physiologiques. 

Nous ne connaissons que peu de chose sur la physiologie de la 
plupart des insectes avec lesquels nous avons eu l'occasion de 
travailler, et il est impossible de considérer tous les travaux, 
y compris celui que nous présentons, comme définitifs. 


Les résultats obtenus sont destinés a confronter l’effet patho- 
géne de tel ou tel germe employé avec l'état physiologique de 
Vinsecte utilisé. 

Il est nécessaire en somme d’accumuler les faits concernant 
Veffet pathogéne des bactéries sur divers insectes afin doffrir 
aux chercheurs la possibilité de les interpréter d’une maniére utile 
au fur et 4 mesure des progrés qui seront réalisés dans le domaine 
de la physiologie de tous les insectes qui sont utilisés dans les 
expériences. 

C’est a ce titre que nos expériences sont présentées afin de pou- 
voir étre comparées avec celles qui ont été effectuées avec d’autres 
germes et sur le méme insecte. 

Elles compléteront, nous semble-t-il, d’une maniére utile, tout 
ce qui a été publié antérieurement quant a l’effet pathogéne sur 
les insectes des bactéries sporogénes et cristallophores et servi- 
ront certainement 4 compléter les tableaux d’ensemble de l’effet 
de ces bactéries sur les larves de ‘Lépidoptéres, tableaux qui ont 
déja été proposés par Steinhaus [8] et Heimpel et Angus [6]. 

Notons que, sur ce plan, l’insecte qui se préte particuliérement 
bien a ces expériences est le Bombyx mori, surtout lorsqu’il s’agit 
d’élevages sains qui ne comportent que des individus vigoureux. 

Cet insecte constitue en effet pour toute expérimentation et toute 
manipulation un sujet de choix et ne saurait étre comparé a aucun 
autre Lépidoptére quant 4 usage expérimental ; on peut en outre 
l’élever en trés grande quantité. 

En effet, s'il est possible, en s’entourant d’un certain nombre de 
précautions, d’avoir de bons élevages de Pieris brassicae (piéride 
du chou), d’Ephestia ktihniella (mite des farines), de Galleria 
mellonella (fausse teigne des ruches), etc., ces insectes sont tres 
souvent sujets aux attaques de prédateurs qui peuvent apporter 
une confusion dans l’interprétation des résultats qui seront obtenus 
au cours de leur infection per os par divers germes. 

Nous estimons ainsi, contrairement A un certain nombre 
dauteurs qui préconisent Ephestia comme un insecte de choix 
pour l’expérimentation concernant l’effet des bactéries aérobies 
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Sporogenes du groupe cereus, que c’est plutét le ver a soie qui 
devrait étre employé dans ces expériences. 


Grace a la Direction de l'Institut Pasteur de Paris, un petit 
laboratoire de campagne a été installé au Luc, en Provence, afin 
d’effectuer des recherches sur l’action pathogéne de diverses bac- 
téries sur cet insecte. 


Ces recherches ont été entreprises avec des vers sains prove- 
nant de grainages appropriés. 


I) ne s’agissait pas seulement d’établir l’effet des germes a l’état 
de suspension dans l’eau physiologique, mais aussi l’effet des 
inclusions cristallines extraites de leur corps par une méthode 
appropriée [4]. 

Nous avons eu la bonne fortune de bénéficier, 4 ce point de vue, 
de Vaide de M. le D* Fitz-James, de la Western University, 
a London (Ontario, Canada), qui a bien voulu faire préparer pour 
nous des inclusions cristallines conservées dans ]’eau physiolo- 
gique, préparées en 1959, et qui furent utilisées dans les expé- 
riences entreprises au printemps 1959 et au printemps 1960. Dans 
ce dernier cas il s’agissait d’inclusions cristallines congelées, puis 
décongelées avant leur utilisation. 


Ces inclusions cristallines n’étaient pas enticrement débarras- 
sées des spores, mais presque totalement débarrassées des corps 
bactériens. 


Les bactéries utilisées furent : 


1° B. cereus var. dendrolimi (= Bacillus dendrolimus Talalaiev) 
Toumanoff et Le Corroller 1959 ; 


2° B. cereus var. galleriae Schwetzova (U. R. 8. 8.) ; 


3° B. cereus var. euxoae, souche isolée par Krieg 4 Darmstadt 
en Allemagne (1). 


Nous avons di nous contenter de ces trois souches en ce qui 
concerne les expériences sur les inclusions cristallines. 


Toutefois, quelques essais ont pu étre faits avec des suspen- 
sions bactériennes agées de ces trois variétés de B. cereus et aussi 
d’un B. cereus qui fut rapporté par nous a la variété thuringiensis, 
isolé de Plodia interpunctella par Weiser en Tchécoslovaquie, et 
que nous appellerons B. cereus var. thuringiensis souche Weiser. 

Nous relaterons tout d’abord les expériences effectuées avec 
les inclusions cristallines en 1959 et 1960 pour comparer leur effet 
avec celui des suspensions bactériennes provenant généralement 
de cultures Agées de 6 a 10 jours. 


(1) Souche dont la description détaillée sera présentée dans un tra- 
vail ultérieur, et qui fut mentionnée antérieurement [15]. 
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A. — ExpiRIENCES AVEC LES INCLUSIONS CRISTALLINES. 


Nous avons évalué tout d’abord le nombre de cristaux par 
millimétre cube dans les suspensions que nous avons regues du 
D' Fitz-James et nous les avons ensuite diluées de fagon a humecter 
les feuilles de mdrier avec des doses toujours égales, mais 
a diverses concentrations. 


Bien que cette maniére de procéder soit peut-étre approxima- 
tive, nous avons constaté qu’elle est valable puisque les résultats 
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Fic. 1. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines 4 diverses concentra- 

tions (Exp. 1959). 1, B. cereus galleriae : 1 000 gouttes au litre. 2, B. cereus euxoae: 

500 gouttes au litre. 3, BR. cereus dendrolimi: 2500 gouttes au litre. 4, B. cereus 

galleriae : 500 gouttes au litre. 5, B. cereus euxoae: 200 gouttes au litre. 6, B. 

cereus dendrolimi: 1000 gouttes au litre. La suspension mere a été ramenée 

uniformément a 150 000 cristaux au millimétre cube. Chaque ver a recu 1 cm? de 
dilution. 


obtenus avec des concentrations croissantes ont montré un accrois- 


sement trés net de la mortalité enregistrée au cours de nos expé- 
riences. 


Nous avons utilisé toujours le méme nombre de feuilles de 
murier humectées dans la suspension d’inclusions cristallines et 
nous nous sommes assurés également que ces feuilles étaient entié- 
rement consommées par les vers en expérience avant que leur 
soit fourni un autre repas composé de feuilles non traitées. 

Disons tout de suite que les essais effectués en 1959 ne nous 
permirent pas de faire des comparaisons trés exactes des résultats 
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obtenus. Nous pouvons néanmoins conclure de ces essais entrepris 
avec des inclusions cristallines d’origine récente et exposés dans 
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Fic. 2. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines 4 la concentration de 

oU gouttes au litre. 1, B. cereus euroae. 2, B. cereus galleriae U.R.S8.S. 3, 

2%. cereus dendrolimi. La suspension mére contenait environ 150 000 cristaux au 
millimétre cube. Chaque ver a recu 1 cm? de la dilution. 
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Fic. 3. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines 4 la concentration de 


200 gouttes au litre. 1, B. cereus euxoae. 2, B. cereus galleriae U. R. S. S. 3, 
B. cereus dendrolimi. La suspension mére contenait environ 150000 cristaux au 
millimétre cube. Chaque ver a recu 1 cm de la dilution. 


la figure 1 que c’est B. cereus var. galleriae qui s’est avéré le plus 
virulent, que B. cereus var. euxoae est un peu moins virulent, et 
qu’enfin B. cereus var. dendrolimi est le moins virulent des trois. 
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Une gamme de dilutions plus étendue a été utilisée en 1960, 
ce qui rend plus précise l’interprétation des résultats. Les expé- 
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Fic. 4. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines 4 la concentration de 

400 gouttes au litre. 1, B. cereus euroae. 2. B. cereus galleriae U. R. S. S. 

3, B. cereus dendrolimi. La suspension mére contenait environ 150 000 cristaux au 
millimétre cube. Chaque ver a recu 1 cm de la dilution. 
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Fic. 5. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines 4 la concentration de 


800 gouttes au litre. 1, B. cereus euxoae. 2, B. cereus galleriae U. R. S. S. 3, 


Bb. cereus dendrolimi. La suspension mére contenait environ 150 000 cristaux au 
millimetre cube. Chaque ver a recu 1 cm? de la dilution. 


riences ont été rendues comparables en diluant les suspensions 
d’origine afin d’obtenir pour chaque souche une suspension mére 
contenant uniformément 150 000 cristaux au millimétre cube. 
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Cette série d’expériences, portant sur des inclusions cristal- 
lines datant de plus d’un an, nous a permis de nous rendre 
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Fic. 6. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines 4 la concentration de 


1600 gouttes au litre. 1, B. cereus euxoae. 2, B. cereus galleriae U. R. S. S. 3, 
B. cereus dendrolimi. La suspension mére contenait environ 150000 cristaux au 
millimétre cube. Chaque ver a recu 1 cm? de la dilution. 
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Fic. 7. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines de B. 

euxoae a diverses concentrations. 1, 25 gouttes au litre. 2, 50 gouttes 

3, 100 gouttes au litre. 4, 400 gouttes au litre. 5, 800 gouttes 
6, 1600 gouttes au litre. 


cereus var. 
au litre. 
au litre. 


compte (fig. 2, 8, 4, 5, 6) qu’a doses égales c’est B. cereus euroae 
qui est !e plus virulent, suivi de prés par B. cereus galleriae. 
B. cereus dendrolimi s’est montré nettement moins efficace. 


Annales de VInstitut Pasteur, 400, n° 3, 1961. 20 
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C’est ainsi que Ja mortalité de 50 p. 100 est atteinte ou 
dépassée pour les deux premiéres souches avec des doses corres- 
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Fic. 8. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines de B. cereus yar. 


galleriae U. R. S. S. & diverses concentrations. 1, 25 gouttes au litre. 2, 50 gouttes 
au litre. 3, 100 gouttes au litre. 4, 400 gouttes au litre. 5, 800 gouttes au litre. 
6, 1600 gouttes au litre. 
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Fic. 9. — Mortalité provoquée par les inclusions cristallines de B. cereus yar. 


dendrolimi, 4 diverses concentrations. 1, 800 gouttes au litre. 2, 1600 gouttes au 
litre. 3, 3200 gouttes au litre. 


pondant 4 C  goultes au litre d’une suspension contenant 
150 000 cristaux au millimétre cube. Pour arriver A 100 p. 100 
de mortalité il faut DCCC gouttes pour B. cereus euroae et 
MDC gouttes pour B. cereus galleriae. 
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Avec B. cereus var. dendrolimi la mortalité reste nulle avec 
des doses provoquant 50 a 80 p. 100 de mortalité chez les deux 
autres. Aux plus fortes doses utilisées, la mortalité provoquée 
par les cristaux de B. cereus var. dendrolimi ne dépasse jamais 
50 p. 100, alors qu’elle est de 100 p. 100 chez les deux autres. 

Les figures 7, 8 et 9 représentent la progression de la mortalité 
provoquée chez les vers par chacune de ces trois variétés de 
B. cereus a diverses dilutions de la suspension. 


B. = EXPERIENCES AVEC LES SUSPENSIONS BACTERIENNES. 


De méme que pour les expériences relatives aux cristaux, ces 
essais ont porté sur deux années consécutives. 
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Fre. 10. — Virulence comparée de trois souches de B. cereus, 4 la dose de une anse 
pour 1 cm3 (Exp. 1959). 1. B. cereus dendrolimi. 2. B. cereus euxoae, 3, B. cereus 
thuringiensis. 


En 1959, quelques expériences seulement ont ¢té effectuées 
avec des souches de: 


1° Bacillus cereus var. euxoae Toumanoff et Le Corroller ; 
2° Bacillus cereus var. dendrolimi (Talalaiev) Toumanoff et Le 
Corroller ; 


3° Bacillus cereus var. thuringiensis (Tchécoslovaquie, Weiser). 
De ces trois souches, B. cereus euxoae s’est montrée nettement 


la plus virulente, comme on peut le constater sur la figure 10, la 
mortalité qu’elle provoque atteignant 100 p. 100 en six heures avec 
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la dilution 1 anse de platine/1 cm*, pour tomber 4 10 p. 100 ala 
dilution de 1 anse/1 000 cm? (fig. 11). 
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Fic 11. — Mortalité provoquée par B. cereus euxoae (Exp. 1959). 1, une anse pour 


1 cm3, 2, une anse pour 500 cm3. 3, une anse pour 1 000 cm%. 
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Fic. 12, — Mortalité provoquée par B. cereus euxoae A des doses variées. 1, une 
anse pour 1 cm%. 2, une anse pour 10 cm. 8, une anse pour 50 cm3. 4, une anse 
pour 100 cm’. 5, une anse pour 250 cm3. 6, une anse pour 500 cm3. 


Au cours des expériences de 1960, des dilutions plus variées, 
allant de 1 anse/1 cm* 4 1 anse/1 000 cm’, ont été essayées sur 
cing variétés de B. cereus. Aux trois souches déja utilisées l’année 
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précédente ont été ajoutées deux souches de B. cereus provenant 
de galleria : 
B. cereus var, thuringiensis (isolé de Galleria) en Allemagne ; 
B. cereus var. galleriae de ’U.R.S.S. (Schwetzova). 


Deux de ces cing souches ont montré une forte virulence : 
B. cereus euxoae et B. cereus galleriae de VU.R.S.S. 

Comme on peut le constater sur les figures 12 (var. euxoae) 
et 13 (var. galleriae de 1’U. R. S. S.), ces deux variétés ont donné 
des résultats trés voisins : mortalité de 100 p. 100 avec les concen- 
trations de 1 anse/1 cm* et 1 anse/10 cm*; de 80 p. 100 avec 
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Fic. 13. — B. cereus galleriae U. R. S. S. Méme légende que fig. 12. 


1 anse/100 cm’; mortalité nulle avec 1 anse/500 cm’ et les concen- 
trations plus faibles. 

B. cereus var. thuringiensis isolé de Galleria [Allemagne] (fig. 14) 
s’est révélé beaucoup moins efficace. Avec cette souche la morta- 
lité de 100 p. 100 n’a jamais été obtenue, méme avec la concen- 
tration la plus forte, et elle devient nulle 4 partir de 1 anse/50 cm’. 


Le B. cereus thuringiensis (2) a montré un comportement assez 
particulier : alors qu’aucune mortalité n’avait été observée chez 
les vers avec des concentrations allant de 1 anse/10 cm* a4 1 anse 
/1 000 cm’, cette mortalité a atteint 100 p. 100 en vingt-quatre 
heures avec la dilution 1 anse/1 em’. 

B. cereus dendrolimi s’est révélé presque inoffensif. Avec cette 
souche, la dose la plus forte (1 anse/1 cm*) n’a provoqué qu’une 


(2) De Weiser isolé de Plodia interpunctella. 
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mortalité faible et lente : 20 p. 100 en cing jours, [Les vers morts 


ne présentaient d’ailleurs pas les symptomes caractéristiques de 
la flacherie. 


100 
80 
— 
1°) 
4 80 
be 
zi 
= 
40 
ac 
° @ 
= 
20 
OMmIZ hua 2j 3j 4j 5j 6j 
DELAI APRES CONTAMINATION 
Fic. 14. — B. cereus galleriae Allemagne. Méme légende que fig. 12. 
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Fic. 15. — Comparaison de Ja mortalité provoquée par diverses souches de B. cereus 


a la dose de 1 anse pour 1 cm3. 1, B. cereus dendrolimi. 2, B. cereus euxoae 
3, B. cereus galleriae (Allemagne). 4, B. cereus galleriae U. B.S. S. 


La figure 15 indique la progression de la mortalité pour les 
diverses souches étudiées, a la dose de 1 anse/1 cm*. Toutefois 
nous n’y avons pas fait figurer B. cereus var. thuringiensis, dont 
le comportement nous a semblé anormal. 


La comparaison des résultats 1959 et 1960 fait apparaitre une 
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sensible atténuation de la virulence, la mortalité en 1960 s’étant 
constamment monirée plus faible, aussi bien avec les cristaux 
qu’avec les suspensions bactériennes. I] est possible que ce fait 
provienne du vieillissement des souches et des cristaux. Peut-étre 
aussi doit-on l’aitribuer a une plus grande résistance des vers uti- 
lisés en 1960, soit qu’ils proviennent d’un élevage plus robuste, soit 
que les agents extérieurs, et en particulier la température, leur 
aient été plus favorables. 

Toutes les expériences d’une méme année ayant été menées 
dans des conditions identiques, simultanément et avec des vers 
de méme provenance et de méme Age, les résultats restent compa- 
rables : quil s’agisse des expériences menées avec les suspensions 
bactériennes ou des essais avec les inclusions cristallines, les deux 
variétés euxoae et galleriae U.R.S.S. se sont montrées cons- 
iamment plus virulentes que les autres, tandis que la variété 
dendrolimi est beaucoup moins efficace aux fortes doses et devient 
a peu prés inoffensive a faible concentration. 

Bien qu il ait été signalé que diverses souches de cereus cris- 
tallophores entomophages manifestent une spécificité trés nette, 
notre travail révéle que certaines souches, notamment la souche 
galleriae d’U. R. S.S., présentent a ce point de vue un compor- 
tement remarquable qui cadre difficilement avec les faits connus. 

Ceci montre qu’on ne doit pas faire une régle générale de l’éffet 
des diverses souches de cereus entomophytes sur des insectes 
différents ayant un régime alimentaire varié. 

Un fait ressort d’une maniére trés nette de nos essais, c’est que 
B. cereus var. dendrolimi isolé en Sibérie de Dendrolimus sibi- 
ricus (« ver & soie sauvage », parasite des coniféres) et qui a été 
reconnu trés voisin de l’agent pathogéne de la flacherie des vers 
& soie domestiques au Japon, B. cereus var. sotto, n’est qu’a 
peine ou pas du tout pathogéne pour les vers a soie élevés au Luc, 
en Provence (8). 

On ne saurait ainsi assimiler la souche de cereus dendrolimi, 
qui fut isolée par Talalaiev et décrite sommairement sous le nom 
de B. dendrolimus, a B. cereus var. sotto, du Japon, malgré leur 
ressemblance apparente qui fut notée antérieurement [44]. 


(3) Dans un récent travail que nous avons recu aprés la rédaction 
de cette note, Schwetzova [7] a noté que B. cereus var. dendrolimi 
(B. dendrolimus, recu de Talalaiev) se montrait expérimentalement 
trés pathogéne pour les chenilles parasitant les vergers, les jardins 
potagers et les foréts, mais était pratiquement inoffensif pour les 
chenilles de la fausse teigne des ruches. Elle a remarqué également 
que la souche tchéque de B. thuringiensis (certainement celle de Wei- 
ser) était assez fortement pathogéne pour les chenilles de la mite de 
la farine, mais tout A fait inefficace A l’égard de nombreuses autres 
larves de Lépidoptéres. 
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Par son effet pathogéne irés manifeste sur les vers a sole, 
B. cereus var. euxoae, d’Euxoa segetum (souche du D* Krieg), 
s’avére trés proche de B. cereus var. alesti a laquelle il ressemble 
par la formation de pigment rouge sur le jaune d’ceuf coagule. 

Il a été remarqué que B. thuringiensis de Tchécoslovaquie, isolé 
de Plodia interpunctella, s’avere extrémement pathogéne pour les 
vers, a l’état de suspensions, a une dose trés élevée (1 anse de 
culture pour 1 cm? d’eau physiologique) et absolument inoffensif 
a une dose dix fois moindre. 

On doit tenir compte du fait que parfois une dilution trés faible 
d’une culture bactérienne peut entraver ou suspendre son action 
pathogéne. 

Cette nouvelle contribution a l’effet de quelques cereus cris- 
tallophores récemment décrits peut s’inscrire utilement dans le 
cadre de nos connaissances générales sur les bactéries aérobies 
parasites d’insectes et servir a ]’établissement d’un tableau d’en- 
semble se rapportant a leurs propriétés pathogénes, tant sur le 
plan théorique que pratique. 


RESUME. 


L’étude comparée de la virulence pour les vers 4 sole de 
quelques variétés récemment décrites de Bacillus cereus Frank. 
et Frank., entomophages et cristallophores, et de leurs inclusions 
cristallines a mis en évidence des différences notables dans l’action 
de ces divers germes. 

C’est ainsi qu’une souche isolée de Dendrolimus sibiricus, en 
Sibérie Orientale par Talalaiev, s’est montrée faiblement patho- 
géne pour les vers a |’état de suspensions bactériennes ou d’inclu- 
sions cristallines. Il s’agit cependant du point de vue biochimique 
d’une souche trés proche de B. cereus var. sotto du Japon [44] 
et dont l'utilisation contre les chenilles de Dendrolimus dans la 
nature (en Sibérie) a donné des résultats remarquables [8]. 

Parmi d’autres souches récemment décrites, B. cereus var. 
euxoae Toumanoff et Le Corroller et B. cereus var. galleriae 
d’U. R. S. S. (Schwetzova) sont les plus pathogénes pour les vers, 
aussi bien a |’état d’inclusions cristallines qu’en suspensions bac- 
tériennes. 

La forme de cereus isolée en Tchécoslovaquie, qui peut étre 
considérée comme B. cereus var. thuringiensis, est trés pathogeéne, 
mais 4 dose trés forte seulement (1 anse/1 cm’ d’eau physiolo- 
gique) [les expériences avec cette forme n’ont été effectuées 
qu’avec des suspensions bactériennes}]; une dilution plus forte 
(1 anse/10 cm*) suspend enticrement son effet pathogéne. 

Il ressort de ces expériences qu’un germe (cereus var. galleriae 


VIRULENCE DE B. CEREUS POUR LES VERS A SOIE 305 


dU. R.S.S.) isolé d’insecte non phytophage (4) est tout parti- 
culiérement pathogéne pour les vers a soie, comme du reste pour 
de nombreux autres insectes. 

Enfin un germe que nous avons assimilé a B. thuringiensis [44] 
et qui fut isolé et reconnu virulent pour les chenilles de Galleria 
mellonella par Krieg et Frantz en Allemagne s’est révélé trés peu 
pathogéne pour les vers A soie. 


SUMMARY 


CoMPARATIVE VIRULENCE FOR SILK-worms (Bombyx mori L.) 
OF CERTAIN ENTOMOPHAGOUS 
AND CRISTALLOPHOROUS VARIETIES OF B. cereus 
AND THEIR CRYSTALLINE INCLUSION BODIES. 


The study demonstrates marked differences in the virulence of 
these different varieties. 

Bacterial suspensions or crystalline inclusion bodies of a strain 
isolated from Dendrolimus sibiricus by Talalaiev in Eastern Siberia 
proved weakly pathogenic for silk-worms, despite the fact that 
this strain yielded excellent results in the control of Dendrolimus 
caterpillars in the field (coniferous forests in Siberia) [9]. 

However this strain is biochemically closely related to B. cereus 
var. sotto (Japan) [45] which is extremely pathogenic for silk- 
worms. 

Among other recently mentioned or described strains {45] B. 
cereus var. euxox (isolated by Krieg in West Germany from 
Euxoa sp.) and B. cereus var. gallerie from U.R.S.S. (Schwet- 
zova) are the most pathogenic for silk-worms, in the state of 
crystalline inclusion bodies as well as under the form of bacterial 
suspensions. 

The B. cereus strain isolated from Plodia interpunctella Czechos- 
lovakia (Weiser) (which may be considered as B. cereus var. 
thuringiensis) [451 is very pathogenic for silk-worms, but at high 
doses only {1 loop/1 cm® saline] (the experiments with this strain 
were carried out only with bacterial suspensions) ; at higher dilu- 
tions (1 loop/10 cm*) the pathogenicity completely disappears. 

The experiments demonstrate that a germ (B. cereus var. galleris« 
from U.R.S.S.) isolated from Galleria mellonella by Schwetzova 
is highly pathogenic for silk-worms and for many other insects 
(Schwetzova 1959) [7] and that the cereus strain isolated by Krieg 


(4) Notons toutefois que les chenilles de Galleria mellonella, sans étre 
phytophages, ingérent avec la cire les grains de pollen qui peuvent s’y 
trouver, parfois.en grand nombre. 
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in Germany from Galleria mellonella formerly identified as B. 
thuringiensis {45], which proved virulent for caterpillars of same 
insect in Krieg and Frantz experiments, had a very low pathogeni- 


city 


[8] 


[9] 
[10] 
[11] 
[12] 
[13] 


[14] 
[15] 


[16] 


for silk-worms. 
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CYCLE VITAL DE BACTERIES PHYTOPATHOGENES 
ADAPTEES AU MILIEU MARIN 


par Jean BRISOU et Huguette VARGUES (*) 
(avec la collaboration technique de M. MOULIN) 


(Ecole de Médecine de Poitiers et Collége Scientifique de Tours) 


On admet, notamment depuis les travaux d’Hauduroy (1924) [4], 
lexistence de formes filtrables de bactéries dans le milieu exté- 
rieur, et particuliérement dans les eaux de mer puisées a pro- 
ximité des rivages. L’un de nous [2] a récemment obtenu la 
réversion de ces états filtrables en formes normales. Les conclu- 
sions que portait 4 formuler l’expérimentation ont regu l’approba- 
tion d’Hauduroy {3}. 

Depuis, nous avons encore obtenu de nouvelles réversions en 
partant de filtrats de coquillages. Une Erwinia salicis a retenu 
notre attention en raison de son pouvoir pathogéne pour Micro- 
tus orcadensis et de son agglutinabilité par un sérum expéri- 
mental anti-Erwinia betivora. 


Il est donc expérimentalement démontré que le milieu marin 
contient des bactéries filtrables, que des germes peuvent donner 
des cultures normales si des conditions favorables leur sont 
offertes. De nos expériences, nous avons formellement exclu 
toute adjonction de liquide biologique (sérum, ascite ou autre). 
En nous inspirant des travaux de Mandel et de ses collaborateurs, 
des recherches de Salton, de Kefmeth Mac Quillen [4, 5, 6, 7], 
nous nous sommes arrétés a un milieu simple dont voici la 
composition : 

Hydrolysat de caséine : 1 p. 100; Saccharose : 10 p. 100; 
SO,Mg, 7 H,O : 1 p. 100. Ajustage 4 pH 7,2. Stérilisation a 100° 
pendant vingt minutes. Nous avons préparé ce milieu que nous 
appelons par convention milieu MS (Magnésium-Saccharose) 
avec de l’eau douce et avec de ]’eau de mer. 

Jusqu’ici, nous avions donc recherché l’obtention de formes 
bactériennes normales en partant de fillrats de coquillages [2] 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 novembre 1960. 
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obtenus avec des filtres Iena G5. Nous avons poursuivi l’expéri- 
mentation en suivant la voie inverse, et cela dans les conditions 
d’adaptabilité les plus difficiles. 

Deux bactéries phytopathogenes authentiques (1) Erwinia phy- 
tophtora et Xanthomonas tardicrescens respectivement isolées 
d’une maladie du poivrier au Mexique et d’une affection végé- 
tale au Japon ont été objet de l’expérimentation actuelle. Rien 
ne pouvait étre aussi éloigné de la microbiologie marine que ces 
deux bactéries adaptées a des plantes terrestres. L’un de nous 
a déja montré que de tels germes peuvent étre virulents pour 
des animaux a sang chaud, notamment Microtus orcadensis {8} ; 
nous les avons adaptés au milieu marin en les cultivant dans une 
eau de mer peptonée a 1 p. 100 et bien entendu stérilisée a 110°. 

Les cultures étaient effectuées A l’obscurité et a la température 
du laboratoire. Elles ont été d’emblée tentées 4 la concentration 
saline de l’eau de mer et non par passages successifs sur des 
eaux de salinité croissante. 

Les premiéres cultures furent trés lentes. Le temps de latence 
atteignait facilement quatre A cinq jours avant qu’une densité 
optique puisse étre mesurable. 

Au sixiéme passage, 4 raison d’un repiquage tous les dix jours, 
nous avons obtenu des croissances rapides tout 4 fait comparables 
aux cultures témoins que nous observions en milieu normal a 
Peau douce. 

Une fois bien adaptés a la salinité marine, les germes furent 
transplantés avec plein succés sur des géloses a l’eau de mer 
et conservés sur ce milieu. Les souches nouvelles ainsi obtenues 
ont recu par convention les numéros bis. 

Anisi la souche Xanthomonas tardicrescens 148 de notre col- 
lection devint 143 bis, ’Erwinia phytophora 145 de notre sou- 
chier est devenue 145 bis. 

Le premier de ces microbes fut conservé pendant un miois 
dans l’eau de mer peptonée et a l’obscurité. Au bout de ce temps, 
la culture se présentait sous l’aspect d’un liquide parfaitement 
limpide, surmontant un abondant dépét visqueux. Examiné au 
microscope A contraste de phase, ce dépot était constitué d’un 
riche agglomérat de formes sphériques extrémement fines, de 
sphéroplastes et de quelques images filamenteuses trés longues 
et souvent enchevétrées. 

Cette culture 143 bis fut alors soumise A la filtration sur filtre 
Tena G5. Le filtrat aussit6t ensemencé sur le milieu MS a leat 
de mer et MS 4 Peau douce donna, en quarante-huit heures, nais- 
sance a des cultures abondantes, riches en sphéroplastes, en 
filaments et en formes normales trés mobiles. Le repiquage sur 


(1) Collection P. J. Starr, Université de Californie, Davis, U.S. A. 
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gélose a l’eau de mer nous donnait une nouvelle souche 143 fer. 
Toutes les souches, 143 originelle, 1483 bis et 143 ter, 145 origi- 
nelle et 145 bis ont été comparées sur le plan biochimique et 
antigénique (tableau I). 


CARACTERES ANTIGENIQUES DES SOUCHES. 


Nous possédons a l’heure actuelle 33 sérums ageglutinant les 
germes du groupe Achromobacter-Erwinia. 

Par convention, ces sérums sont cotés de 1 @ 33. 

Les agglutinations positives ont été obtenues par la technique 
des agglutinations en tubes et centrifugation avec les fréquences 
sulvantes : 


SoUCHES SERUMS AGGLUTINANTS 
ee USS seb Ale Pry CRI ERE Sane RE 14, 15, 16, 28, 29 et 30. 
A MOUS Bae. Sorte ach Lenk. Me 5, 6, 10, 18, 25 et 29. 
WASY acorns CER Re te oe ee 6G, 8, 14,153 16,,215 25 et 33: 
HA SIO US PM ees ley siate coe etek 21, 29 et 33. 
WAS MBLC Tame hee yten ota Want ee se. ou S,0G, ld. 29) (eb oo: 


Pour les deux souches 145, nous retrouvions une communauté 
antigénique correspondant au sérum 29 (Achr. pilowsky). 

Les trois souches 143 possédaient un antigéne commun corres- 
pondant au sérum 383 (Achr. venenosum) et des communautés 
entre 143 et 148 bis 21 (Erw. carotovora). 

L’un de nous a déja souligné et montré dans un autre travail 
la fréquence des agglutinations croisées entre Erwinia et Achro- 
mobacter. On confirme encore ici cette notion, du plus grand 
intérét taxinomique. 


DISCUSSION. 


Cet ensemble expérimental joint au précédent [2] confirme 
lexistence du cycle que peuvent emprunter les bactéries sou- 
mises 4 des changements de vie ou a des agressions. Nous mon- 
trons en particulier que les antibiotiques et les agents lytiques 
ne sont pas nécessaires a l’apparition des formes L, sphéro- 
plastes ou formes filtrables. Billy [10] a récemment décrit les 
modifications morphologiques que subissent des germes anaéro- 
bies telluriques en présence de l’eau de mer. Ici nous avons 
retrouvé les images décrites par les auteurs qui ont suivi les 
cycles microbiens, mais nous montrons que ces formes sont 
viables, tout au moins dans certains cas. Il suffit de faire appel, 
lors des repiquages, a des milieux favorisant ]a multiplication 
des protoplastes, D’autres recherches actuellement en cours, 
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Tasieau I. 


Xanthomonas Erwinia 
tavdicvescens phytophtora 
143 |143 bis|143 ter] 145 |145 bis 

NUGhq I OKO eee caine Sue Ssh adie Bacille| Polymorphe | Bacille! Polymorphee 
MobitGehy cmitncte se ac oe comeerens + + a + ai 
CS 2S NN ed tater eter eee A a Te ee — — — — = 
CEPR EIB Ds aerate enetaiieenshetens, smorarenshe pene == — — ™ = 
INGE ES Paeies, aeevievcat sie oh sucralo chet oremer- + =— -- + ae 
TaretO sere witches aceaper au womeeat eos — — - + ple 
(GI COSC Fiaeeaty accuse teu veka reas t | : “+L ae 
PWN osbolopion yn t ARE ORES Be no ee GS ou =s 
BG Ale cicero cham Ge eae bo Sueke Alone + — + ae 
RAIMA OSE. cciare-s aes = megersneral se) ectone oretcas = — — “- =e 
GalactOSem ce. anc 6 tanec inter “= — _ + = 
WEvatlose 5 rs woes tas ees seep reece ++ ae 
MP aMIMTECR a aia ss Rta ers-.cenerarnnper awraens ss | + se 
PulCites soreens wee ceed cuse aerate ae = ies 
He NG (034113 So ure Arar RAS Ocelot cy — — = = 
THOSItOM se ieee gaat rie pee ass 
Maltese FetMe ass. Se shes Oe ae eae — = 
Saccharosej.vy.s5 cori che event ead eee ae = = as 4 
FESCUE Gea 3. hielo. omer au 
ADMOO TS Ao. nid aye eager ee ena ae — — a pa 
Powe UML) Mead ees GOUe hat ae OS ae a oss a = ae 
ORCC Roce cynnsh tae ceige neice ic ek tamer e = = 
Td OLS ray wists Aus ae noes Pee ee ee — aie = == = 
ISS oo hohomon seo oonahoiuma chs eus a6 = == + = 
Citrate ns <p eaee cis cnn Sere cee ra a ere ae = a ae a3 
pow silence ALID VAY Gamat n Nema abn 6 Gino: — = —_ = ro 
bp caenncrec ts eointe o ace Ween a on eS —_ =e = ae is 
FRE partys eeas- chovsepunse eee aes ee aE = = = aie 
POCUME | nh icnentaisicpatrohye eens eierates : ae fe ate a ie 
Nitulencet pour larcouricn: ieee en — = =P | | eee 


Arginine : arginine désamidase (test Manchester). — Urée: sur milieu de Fergus- 
son. — H],S : papier au sous-acétate de Pb surmontant la culture en eau peptonée. — 
Gélatine : test de Kohn. — Citrate : citrate de Na en milieu de Koser. — APP : test 
de Vacide phénylpyruvique formé & partir de la L-phénylalanine. — TDAM : tryp- 
tophane désaminase. — WP: test de Voges-Proskauer. — RM: rouge de méthyle 
(milieu au fumarate). — Pectine : pectine méthyle estérase (solution de pectine 
a 2p. 100). 
Les souches 143 et 145 ont été étudiées en cau douce ; les autres 
conditions de salinité de Veau de mer. 


dans _ les 
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montrent, en effet, que les cultures en eau de mer ne sont pas 
toujours repiquables sur les milieux solides, tandis que le milieu 
MS donne de belles cultures. Il importe de tenir compte de ces 
observations expérimentales lorsqu’on étudie la survie des bacté- 
ries terrestres en milieu marin. Bien des résultats qui ont jus- 
qu’ici été considérés comme négatifs paraissent entachés d’erreurs 
faute d’avoir tenu compte des faits que nous venons de souligner. 


Des observations identiques ont été faites a propos des 
hémocultures apparemment stériles (Carrére et Roux, Nativelle 
et Deparis). Nous en avons également observé d’assez nombreux 
exemples non publiés. Les bactéries jetées brusquement dans 
un nouveau biotope ne meurent pas nécessairement. Bon nombre 
d’entre elles subissent des transformations que l’on peut suivre, 
passent a des phases de résistance, au stade L, a l'état de 
protoplastes et de sphéroplastes dont on peut dans certains cas, 
mais non toujours, obtenir la réversion en formes normales. 


La survie, ou méme la vie avec croissance active, est possible ; 
elle est fonction, comme nous le montrerons dans un prochain 
travail, des facteurs de croissance mis a la disposition des 
germes. Au cours de ces cycles vitaux, les microbes dissociés 
peuvent se reconstruire conformément aux vues exprimées en 
France par Tulasne et ses collaborateurs. Si certains caractéres 
sont doués d’une certaine pérennité, comme |’attaque des nitrates 
et transformation en nitrites, la mobilité, parfois la protéolyse, 
d’autres semblent plus fragiles. Ce serait le cas en particulier des 
caractéres glucidolytiques. Le fait est particuligrement net si |’on 
considére la souche 143. 


Notons a propos de cette souche que sa chromogénése, pro- 
duction d’un pigment caroténoide jaune clair, n’a pas varié. 


La bactérie ne change donc pas de genre, tout au moins dans 
les limites de notre expérience, mais d’espéce et de sérotype. 


Ces notions ont déja été exprimées par plusieurs auteurs qui 
ont suivi les modifications biochimiques et sérologiques des 
formes L (citons entre autres : Dienes, M™° Klieneberger-Nobel, 
Tulasne, Minck), ou leur pouvoir pathogéne (Carrére et Roux, 
Lavillaureix). 

Dans l’expérimentation rapportée ici, le pouvoir pathogéne 
des germes s’est nettement modifié. Au départ ils n’étaient 
pathogénes que pour Mierotus orcadensis, or, ils sont devenus 
trés virulents pour la souris blanche, a l'exception de la souche 
143 bis. Tous les faits que nous venons de rapporter renforcent 
Vidée que l’un de nous a déja exprimée a différentes reprises [9] : 
tout ce que l’on décrit sous les termes variés de formes L, pro- 
toplastes, formes G ou M, formes monstrueuses, etc. ne sont que 
des instantanés de la vie microbienne. Les germes que nous 
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isolons, correspondent A un moment des cycles vitaux a instant 
précis ou nous réussissons cet isolement. Si le milieu de culture 
offert au microbe est favorable, nous assistons a une croissance 
rapide d’états que nous avons pris l’habitude de considérer 
comme « normaux » et caractéristiques de lespéce, du genre 
ou de la famille. I] est bien certain cependant que d'autres 
aspects existent et nous échappent souvent faute de moyens 
d’étude pour les mettre en évidence. 

L’intérét de notre expérimentation est de montrer que de 
bactéries authentiquement phytopathogénes, on peut faire des 
bactéries marines, halophiles, pathogénes pour la_ souris 
blanche. 

Nous poursuivons des recherches similaires avec plusieurs 
Entérobactéries pathogénes que nous avons habituées a leau 
de mer. Les observations recueillies jusqu’ici se superposent 
a celles que nous venons de rapporter. 

Ces expériences vont servir de point de départ a de plus vastes 
enquétes sur le comportement et les conditions de vie des bacté- 
ries terrestres soumises aux conditions imposées par le milieu 
marin. Inversement, d’autres expériences étudient, elles aussi, 
adaptation des bactéries halophiles strictes a la vie dulga- 
quicole. 

L’un de nous a déja insisté sur lubiquité de certains microbes 
rencontrés aussi bien en eau de mer que dans les eaux de 
riviére. D’intéressants bilans de microflore ont été réalisés sur 
la boue des estuaires, les poissons d’eau douce, les poissons d’eau 
de mer, les coquillages et crustacés en collaboration avec Ménan- 
taud, Tysset, Peloux, Vacher, Jacob, B. Brisou. Les bactéries 
marines ont leurs correspondants sur terre et inversement, a 
quelques caractéres secondaires prés. La microbiologie comparée 
de ces espéces et des différents milieux, l’étude des mutations et 
transformations passagéres ou permanentes des microbes soumis 
aux modifications de milieux permettent de mieux comprendre 
et surtout de simplifier considérablement la taxinomie de cer- 
taines tribus et familles. 


CONCLUSION. 


Nous avons montré la transformation relativement rapide de 
deux bactéries phytopathogénes en bactéries marines, le passage 
de l'une d’elles par le stade filtrable et son retour A la normale. 
Au cours des cycles suivis par les germes, nous avons suivi les 
modifications morphologiques, biochimiques et antigéniques des 
bactéries en expérience. Certains aspects observés rappellent 
de trés prés ce que l’on décrit dans les ouvrages et les publica- 
tions sous les noms de formes L, sphéroplastes, protoplastes. 
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Ces aspects sont viables et peuvent faire retour A l’état normal ; 
les bactéries adaptées au nouveau milieu ont perdu certains 
caractéres et en ont acquis de nouveaux. 


R&sSuUME. 


Les auteurs rappellent une expérience antérieure au cours de 
laquelle des formes bactériennes normales ont été obtenues en 
partant de filtrats de coquillages. La notion de bactéries filtrables 
dans le milieu marin est maintenant démontrée. Ces recherches 
confirment celles antérieures d’Hauduroy. 

Dans l’étude actuelle, les auteurs se livrent 4 des épreuves 
inverses : ils partent de bactéries phytopathogénes authentiques 
qu’ils adaptent au milieu marin. Ils suivent les phases de cette 
transformation qui, pour une bactérie, passe par le stade filtrable. 
De cette phase filtrable, ils réussissent une réversion en bactérie 
normale. Ce travail dresse un bilan biochimique, morphologique, 
antigénique et pathogéne des bactéries transformées. Les germes 
passent par des aspects monstrueux et des images qui ne sont 
pas sans rappeler les protoplastes et sphéroplastes. Les bactéries 
ont perdu une partie de leur pouvoir glucidolytique. Enfin, ces 
germes phytopathogénes, qui s’étaient montrés au départ patho- 
génes seulement pour Muicrotus orcadensis, sont devenus trés 
virulents pour la souris blanche. 

Les caractéres biochimiques et antigéniques établissent qu’il 
n’y a pas eu changement de tribu, ni de genre, mais modification 
dans Vespéce. 


SUMMARY 


VITAL CYCLE OF PHYTOPATHOGENIC BACTERIA 
ADAPTED TO A SEA-WATER ENVIRONMENT. 


In a previous experiment, the authors obtained a normal bac- 
terium from filtrates of shell-fishes. The existence of fiterable 
bacteria in sea water is then demonstrated. These findings confirm 
Hauduroy’s previous results. 

In the present paper, the authors carry out an inverse expe- 
riment : actual phytopathogenic bacteria are adapted to a sea 
water environment; for one of them this transformation involves 
a filterable stage ; from this filterable phase, the authors obtain 
a reversion to normal bacteria. 

The biochemical, morphological antigenic and pathogenic 
properties of the transformed bacteria are studied. The germs 
show abnormal forms, which sometimes resemble protoplasts 
and spheroplasts. The bacteria have partially lost their gluci- 
dolytic capacity, and these phytopathogenic germs, which before 
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the experiment were pathogenic for Microtus orcadensis only, 
became highly virulent for white mice. 

The study of the biochemical and antigenic properties shows 
that the bacteria underwent no change of tribe or genus, but 
changes of the species. 
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EFFET COMPARE DE L’ADRENALINE 
ET DU “ FACTEUR DECHAINANT ” SUR LES CULTURES 
DE WELCHIA PERFRINGENS 


ii. — ESSAIS QUANTITATIFS 


par A. CHAGNON (*) et V. FREDETTE (**) 


(Département de Bactériologie, Faculté de Médecine, 
et Service des Anaérobies, Institut de Microbiologie et d’Hygiéne 
de l'Université de Montréal, Canada.) 


INTRODUCTION. 


L’action favorisante bien connue de l’adrénaline dans la gan- 
gréne gazeuse spontanée de Vhomme aussi bien que dans la 
gangrene gazeuse expérimentale du cobaye, nous avait incités, 
récemment, 4 comparer l’action de cette hormone a l’activité du 
« facteur déchainant » sur les cultures de Welchia perfringens 
in vitro [4]. 

Nous avons exposé, au cours de ces expériences préliminaires, 
que le « facteur déchainant » [2], présent dans les filtrats bruts, 
non toxiques de Welchia perfringens (souche SWG) exerce sur 
ces microorganismes une activité similaire a celle que provoque 
l’addition d’adrénaline au milieu de culture avant |’ensemence- 
ment : cette activité se manifeste par une augmentation rapide 
de la turbidité A la premiére demi-heure de croissance. 


Il devenait alors intéressant de rechercher s'il y avait équiva- 
lence entre l’accroissement turbidimétrique de la croissance a 
la premiére demi-heure et les différentes doses de « facteur 
déchainant » ou d’adrénaline ajoutées. 


(*) Cet auteur a bénéficié d’une bourse de l’Office de Recherches 
Scientifiques, Ministére de 1’Industrie et du Commerce, province de 
Québec, Canada. 

(**) Manuscrit recu le 24 octobre 1960. 
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TECHNIQUE. 


La technique employée a été la méme que celle décrite antérieure- 
ment [4]. 

Dans des tubes de 14 x 200 mm, renfermant 8 ml de_ bouil- 
lon Vf frais A pH 7,6-7,8 régénéré et refroidi 4 37°C, nous avons 
ajouté 0,5, 1,0, 1,5 et 2,0 ml de « facteur déchainant » [2] ou d’une 
solution aqueuse d’adrénaline a 0,001 p. 100 [soit 0,05, 0,10, 0,15 et 
0,20 mg/ml] (tableau I). La solution aqueuse d’adrénaline avait été 


Tastrau I. — Influence du « facteur déchainant » et de l’adrénaline 
sur la croissance de Welchia perfringens en bouillon Vf. 


SERIES (ml) 
I II nein IV WwW VI 
Bowillomi Vili «tet sven 3 8 8 8 8 8 
AGENT Stitt latite= avaeer tie 0,5 I,0 Ti 2,0 
Eau physiologique.......... | 1,5 I,0 0,5 2,0 2,0 
Molume final yaeecee eye ie 10 Io Io Io 10 Io 
Ino culiumays tt as es ea 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,0 


* L’agent stimulant est soit le “ facteur déchainant’’ (filtrat brut en ml), 
soit Vadrénaline (solution a 0,001). 


préparée quelques heures auparavant et conservée au réfrigérateur ; 
elle présentait une coloration rose, indice d’une oxydation amorcée. 


Tous les tubes ainsi préparés (tableau I) ont alors été ensemencés avec 
0,5 ml d’une culture jeune (de 4 a 6 heures) de Welchia perfringens 
(souche SWG) en bouillon Vf. Les tubes de la série V (tableau I) repré- 
sentent un témoin permettant de juger de la croissance a partir d’un 
inoculum équivalent 4 5 p. 100. Seuls les tubes de la série VI ont été 
ensemencés avec 1,0 ml de culture jeune : ils présentent un témoin 
qui permet de juger de la croissance 4 partir d’un inoculum équi- 
valent a 10 p. 100. 

Les tubes ont été désaérés 4 la machine & vide, scellés et portés au 
bain-marie 4 37°C. La croissance a été suivie par mesure de la tur- 
bidité au Klett-Summerson avec l’écran vert (540 my). 

La turbidité due 4 l’inoculum lui-méme a été mesurée et soustraite 
des valeurs lues au cours de la croissance. Chaque série de tubes était 
accompagnée d’un tube-témoin, sans inoculum, pour ajuster l’appareil 
a zéro. 

Les mémes conditions d’expérience ont servi A 1’étude de l’influence 
de V’addition de quantités croissantes de « facteur déchainant » (0,5, 
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1,0, 1,5 et 2,0 ml). Les filtrats bruts renfermant le « facteur déchai- 
nant », contenaient 68,4 mg/ml de matiéres solides. 

A chaque expérience, deux tubes identiques ont été préparés, de 
sorte que les courbes illustrant les résultats sont basées sur la moyenne 
des lectures pour les deux tubes en question. 


RESULTATS. 


L’addition de « facteur déchainant » 4 du bouillon Vf ense- 
mencé ultérieurement avec le bacille W. perfringens donne, dés 
la premiére demi-heure, une courbe de turbidité modifiée par 
rapport a la courbe normale de croissance obtenue a partir d’un 
inoculum comparable. Ainsi, la figure 1 montre qu’en présence 
du filtrat actif (courbes C, D, E et F) la turbidité marque a ce 
moment précis une augmentation que Von ne retrouve dans la 
courbe normale (courbe B) qu "aprés une phase de latence de 
quatre heures environ. 


Cette augmentation précoce de la turbidité, provoquée dans ces 
conditions, correspond cependant 4 celle obtenue normalement 
a partir d’un inoculum équivalent 4 10 p. 100. Ainsi, en présence 
de quantités croissantes de « facteur déchainant », nous notons 
une augmentation paralléle de la turbidité, équivalente a celle 
obtenue normalement a partir d’un inoculum deux fois plus 
grand (courbe A). 


Si nous considérons les courbes normales de croissance A et B, 
nous constatons que les maximums de croissance n’apparaissent 
pas au méme moment. C’est d’ailleurs un fait classique. Ainsi, 
apport d’un fort inoculum (courbe A) permet aux bacilles 
d’entrer immédiatement en phase exponentielle et d’atteindre 
un maximum en trois heures, tandis que le maximum de crois- 
sance obtenu a partir d’un inoculum deux fois plus faible 
(courbe B) est atteint avec trois heures de retard. La différence 
en valeurs turbidimétriques, d’ailleurs trés faible, peut étre 
attribuée 4 l’apport d’une plus grande quantité de milieu de 
culture (en A comparativement 4 B) au cours du transfert d’un 
inoculum plus élevé, provenant d’ailleurs d’une culture totale, 


c’est-a-dire dans laquelle tous les matériaux nutritifs n’ont pas 
été épuisés, 


Quant aux maximums de croissance obtenus en présence de 
« facteur déchainant », Nous constatons qu’ils ne sont pas atteints 
aussi rapidement qu’en A, bien que la courbe de croissance 
obtenue dans ces conditions marque une phase exponentielle 
comparable a celle-ci. Toutefois, ces maximums de croissance 


s’élévent progressivement quand on augmente la dose de filtrat 
actif, 
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On peut alors se demander si l’augmentation des maximums 
C, D, E et F est proportionnelle a laugmentation turbidimé- 
trique observée au début de la croissance, ou si elle est due a 
apport de quantités de plus en plus grandes de produits nutritifs 
au sein des filtrats bruts. 


La figure 2 exprime la valeur de cette hypothése a l’aide des 
deux droites (a) et (b) qui y sont tracées conjointement. La 
droite (a) est obtenue en marquant les valeurs turbidimétriques 
lues 4 la premiére demi-heure de la croissance, en fonction des 


60 ° 

5 210 > 

NER “” 

> e 

= 

a 7° 200 % 

ee ro 

<= 

= 0 

ie} 

Pa we (Ore 

‘a 7) 

= 

aq 5° (GO 

oa a 

e cc 

ag eS 170 2 

10 60 
05 %10 U5 2.0 ml, 

Fic. 2. — Maximums turbidimétriques (échelle de gauche) 4 la premitre demi-heure 
(courbe a) et maximums de croissance (échelle de droite) 4 6 heures (courbe b) en 
fonction des doses de filtrat non-toxique renfermant le « facteur déchainant ». 


doses de filtrat brut, renfermant le « facteur déchainant ». La 
droite (b) est obtenue en marquant les valeurs turbidimétriques 
lues A la sixiéme heure de la croissance, en fonction des mémes 
doses de filtrat. 


Nous constatons que ces deux droites n’ont pas la méme pente, 
indiguant par 1a que l’augmentation des maximums de croissance 
est plus grande que celle due & la premié¢re demi-heure de crois- 
sance. Il semble donc que l’apport de plus en plus grand des 
produits non épuisés du milieu de culture, et contaminants du 
« facteur déchainant », au sein du fillrat brut, soit responsable 
en partie, de l’augmentation progressive des maximums de crois- 
sance obtenus en présence du « facteur déchainant ». 


Voyons maintenant quelle est l’influence de l’addition de doses 
croissantes d’adrénaline dans des conditions comparables. 
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L’addition d’adrénaline 4 du bouillon Vf ensemencé ultérieure- 
ment avec W. perfringens donne une courbe turbidimétrique 
modifiée dés la premiére demi-heure, par rapport a la courbe 
normale, pour un méme inoculum. Ainsi, la figure 3 montre 
qu’en présence d’adrénaline (courbes C, D, E et F), la turbidité 
marque dés ce moment une augmentation que l’on ne retrouve 
dans la courbe normale (courbe B) qu’aprés une phase de 
latence de quatre heures environ. 

Mais, contrairement 4 ce qui se passe en présence de « facteur 
déchainant », ’emploi de fortes doses d’adrénaline (méme si la 
solution est légérement oxydée) ne permet pas aux bacilles 
d’atteindre leur maximum de croissance (courbes E et F); il 
semble donc qu’il y ait inhibition de la croissance dans ces condi- 
tions. 

Ces faits rappellent les résultats que nous avions obtenus 
antérieurement [4] quand nous avions étudié ]’influence de l’addi- 
tion d’une solution fraichement préparée d’adrénaline (forme 
réduite) sur des cultures semblables. Aussi nous croyons que les 
résultats obtenus en E et F (fig. 3) peuvent étre attribués a la 
présence d’une trop grande proportion d’adrénaline sous forme 
réduite dans les solutions les plus concentrées. 


Discussion. 


Les maximums de croissance obtenus en présence d’adrénaline 
employée aux plus faibles concentrations (courbes C et D) ne 
sont pas aussi élevés que ceux obtenus dans les croissances 
normales A et B. Ces faits peuvent paraitre contradictoires 
avec les observations que nous avons rapportées plus haut en 
présence de « facteur déchainant ». Mais nous avons également 
démontré que l’obtention d’un plus haut maximum de croissance 
en présence de « facteur déchainant » peut étre altribuée a 
lapport de produits contaminants au sein du filtrat. En consé- 
quence, il est permis de penser que cette différence entre l’adré- 
naline et le « facteur déchainant » est probablement due au fait 
que l’hormone est une substance chimique pure, alors que le 
« facteur déchainant » ne lest pas. 

L’emploi de « facteur déchainant » purifié jettera sans doute 
plus de lumiére sur ce probléme, qui fera d’ailleurs Vobjet d'un 
travail ultérieur. 

En ce qui concerne l’intérét particulier du présent mémoire, 
soulignons qu’il confirme l’analogie d’action, déja constatée anté- 
rieurement, entre le « facteur déchainant » et l’adrénaline sur les 
cultures de Welchia perfringens. C’est plus qu’une observation 
empirique puisque, désormais, nous sommes en mesure de 
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exprimer quantitativement. Ainsi la figure 4 montre qu’en 
marquant les points des valeurs turbidimétriques obtenues a la 
premiére demi-heure de croissance, en fonction des doses d adré- 
naline (a) ou de « facteur déchainant » (b), on obtient deux 
droites de pente identique. 

Enfin, il est intéressant de noter qu’a la lumiére de ces expé- 
riences, il serait possible de doser le « facteur déchainant » in 
vitro, ce qui apporterait un avanlage économique considérable, 
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Fic, 4. — Activité comparée de différentes concentrations de « facteur déchainant » 


(courbe b) ou d’adrénaline (courbe a) sur les cultures de Welchia perfringens 
en bouillon Vf. 


étant donné que le dosage du filtrat actif ne peut étre réalisé, 
actuellement, que chez l’animal. De méme, il serait aussi possible 
de doser l’adrénaline par voie microbiologique. 


RESUME ET CONCLUSION. 


L’addition de quantités croissantes de « facteur déchainant »- 
ou d’adrénaline au bouillon Vf, immédiatement avant l’ensemen- 
cement de Welchia perfringens, provoque une augmentation paral- 
léle de la turbidité 4 la premiére demi-heure. 

Ces relations quantitatives non seulement confirment l’analogie: 
d’action constatée antérieurement entre ces deux produits natu-- 
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rels, mais elles ouvrent la voie, d’une part au dosage microbio- 
logique de l’adrénaline, d’autre part, au dosage in vitro du 
« facteur déchainant ». 


SUMMARY 


COMPARATIVE EFFECT OF ADRENALIN AND ( BURSTING FACTOR ) 
on cuLTURES OF Welchia perfringens. 


II. QUANTITATIVE TESTS. 


Increasing doses of « bursting factor » or adrenalin added 
to broth seeded with Welchia perfringens in tubes sealed under 
vacuum produce a proportionnally increased turbidity in the 
first half-hour of growth. 

These results bear out our previous assertion concerning an 
identity of action between adrenalin and « bursting factor » upon 
the growth of Welchia perfringens in Vf broth and point to the 
possibility of titrating adrenalin by a microbiological method 
and « bursting factor » by an in vitro test. 
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CARACTERES EVOLUTIFS ET PERMANENTS 
DE CELLULES D’HOMME ET DE LAPIN 
AU COURS DE LEUR ADAPTATION A LA VIE IN VITRO (°) 


par Georges BARSKI, Francine CORNEFERT et June L. BIEDLER (**). 


(Institut Gustave-Roussy, Laboratoire de Culture de Tissus 
et de Virologie, Villejuif [Seine}). 


Grace au progrés des techniques de maniement et de nutrition 
des tissus animaux cultivés in vitro, la pratique d’obtention de 
souches cellulaires permanentes adaptées a la vie in vitro, s’est 
considérablement développée. De méme, nos connaissances rela- 
tives aux modalités de ce processus adaptatif se sont élargies. 

Nous savons que les tissus explantés in vitro font apparaitre 
d’abord une prolifération cellulaire considérable, accompagnée 
d’une dédifférenciation morphologique et fonctionnelle, mais, qu’a 
partir du deuxiéme ou troisitme mois de culture, le taux de cette 
prolifération a tendance a baisser, souvent jusqu’a l’arrét complet 
des divisions cellulaires. Ceci conduit habituellement, a plus ou 
moins long terme, a la disparition de la culture. 

Ce phénoméne se produit indépendamment de la nature du 
tissu cultivé : embryonnaire ou adulte, normale ou cancéreuse. 

Cependant, en cette période de stagnation, il arrive qu’appa- 
raissent des groupes de cellules éparses ou en foyers, qui sem- 
blent étre mieux adaptées aux conditions de la culture. Ces 
cellules qui peuvent parfois se distinguer de l’ensemble de la 
population par leur morphologie, finissent par dominer la culture. 

L’étude des chromosomes, au cours de ces transformations, 
démontre que ce processus peut étre doublé d’une évolution du 
caryolype et que souvent [4, 2, 31] mais non toujours [25], elle 
correspond a une polyploidisation d’abord, puis A une stabili- 
sation des nombres chromosomiques autour de valeurs hypoté- 
traploides. 


(*) Manuscrit recu le 28 octobre 1960. 


(**) Boursiére du Sloan Kettering Institute for Cancer Research de 
New York. 
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Devant ce processus évolutif habituel qui accompagne I’adap- 
tation des cellules animales a la vie in vitro, il devient essentiel 
d’établir les régles et les limites de cette évolution. 

Si on devait juger d’aprés certaines publications qui se sont 
multiphées derniérement, aucune caractéristique propre a I’ori- 
gine histologique et méme a l’origine d’espéce des cellules cul- 
tivées in vitro ne serait a l’abri des transformations qu’elles 
subissent en culture, 


Ainsi, Me Culloch et Parker {8, 4], ont décrit une série de 
lignées cellulaires « altérées » (souches de Toronto) différant 
de leur tissu d’origine (le tissu normal d’homme et de singe) 
non seulement par la morphologie et le mode de croissance in 
vitro, mais aussi par une modification flagrante du spectre de 
sensibilité aux virus : disparition de la sensibilité au virus de la 
poliomyélite notamment. 

Au contraire, Westwood et coll. [5] ont vu leurs cultures de 
rein de lapin (ERK) se transformer au point de devenir morpho- 
logiquement semblables 4 la souche HeLa et aussi sensibles que 
cette derniére au virus de la poliomyélite. Des observations 
similaires ont été rapportées par Salk et coll. [6], sur une souche 
de myocarde de singe devenue semblable aux cellules HeLa, par 
de Brion et Gruest |7] et derniérement par Le Quan Sang et 
Maurin [8], qui ont décrit des souches provenant respectivement 
de rein de veau et d’exsudat péritonéal de lapin, lesquelles, 
parallélement 4 leur transformation morphologique vers un type 
cellulaire épithélioide, devenaient réceptives au virus poliomyéli- 
tique. 

Cependant, a plusieurs reprises, une analyse antigénique et 
génétique rigoureuse de ces souches « altérées », a pu révéler 
que ce qui a été considéré comme transformation n’était en fait 
que la suite de contamination de la culture de base par une autre 
souche cellulaire qui a supplanté les cellules d’origine. Ainsi, 
il a été établi par Rothfels et coll. [9], par l’étude des chromosomes 
et par le procédé des greffes, que les souches de Toronto, sup- 
posées humaines ou simiennes provenaient en réalité d’une conta- 
mination par la souche L (souris) de Earle. Les mémes auteurs 
ont identifié a l’aide de procédés similaires, la lignée de Salk 
comme provenant trés probablement de la souche HeLa. Par 
ailleurs Syverton et coll. [40] ont apporté des preuves que la 
souche ERK de Westwood, prétendue de lapin, mais sensible 
4 la poliomyélite, présentait les caractéres chromosomiques et 
antigéniques typiquement humains. 

Devant ces faits, nous avons entrepris d’établir deux lignées 
cellulaires issues d’un tissu anatomiquement le méme, les trompes 
de Fallope, mais provenant de deux espéces différentes : l'homme 
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et le lapin, de suivre leur évolution in vitro et de déterminer les 
directions et les limites de leur transformation sur le plan de la 
morphologie cellulaire, du caryotype, des propriétés antigéniques 
et du spectre de sensibilité virale. 

Ce faisant, nous nous sommes entourés de toutes les précautions 
nécessaires contre des éventuelles contaminations cellulaires 
intersouches. 


MATERIEL ET METHODES. 


Les cultures de départ ont été établies par explantation de fragments 
de pavillons de trompes utérines selon les méthodes habituelles, sur les 
parois de tubes aplatis, en plasma de poulet coagulé avec de l’extrait 
embryonnaire. Les milieux utilisés & base d’hydrolysat de lactalbu- 
mine [42] ou de caséine [413] contenaient 10 4 15 p. 100 de sérum 
soit homologue, soit de cheval. Les transplantations s’effectuaient du 
premier passage par trypsination selon la méthode classique de Youn- 
gener [44], avec une solution de trypsine 4 0,05 p. 100 et transfert 
des suspensions cellulaires qu’on établissait directement a la surface 
du verre, d’abord dans des tubes, puis dans des flacons. 

Tout au long de ces cultures, depuis leur établissement en 1958, 
afin d’exclure toute possibilité d’intrusion de cellules étrangéres, nous 
avons respecté les régles suivantes : le sérum devant servir a la pré- 
paration des milieux de culture était filtré sur filtre Seitz; nous 
avons évité de manipuler dans le méme compartiment de culture, plus 
d’une souche a la fois ; enfin, les milieux destinés a l’entretien des 
différentes souches étaient préparés dans des récipients & part, méme 
quand il s’agissait de milieux de composition identique. 

Pour 1’étude des chromosomes, nous avons employé la méthode 
classique de Levan [45] : traitement des cultures sur lamelles pendant 
deux heures avec une solution de colchicine 4 0,5 ug/ml, transfert dans 
une solution saline hypotonique, fixation et coloration dans un 
mélange d’acide acétique-orcéine, écrasement sous contréle micros- 
copique, montage sans déshydratation. 

Nous avons préparé le sérum spécifique anti-cellules humaines en 
injectant aux lapins par voie intrapéritonéale, une suspension de 100 mg 
de cellules HeLa, & raison de deux injections par semaine pendant trois 
semaines, suivie d’un injection de rappel et d’une saignée huit jours 
plus tard. 

Le sérum spécifique anti-lapin a été obtenu d’une facon analogue 
sur des coqs injectés avec une suspension de cellules rénales fraiches 
de lapin. 

Pour tester la sensibilité de souches cellulaires au virus, nous 
avons utilisé 20 souches virales différentes : les souches de poliomyé- 
lite (type 1 « Mah » et « Sabin », type 2 « Linden » et « MEF », type 3 
« Sauk »), 9 différentes souches de virus entériques humains ECHO 
(types 1-Farouk, 2-Cornelis, 8-Morrisey, 4-Pesascek, 5-Noyce, 7-Wallace, 
8-Bryson, 10-Lang, 11-Gregory) provenant du laboratoire du D® Albert 
Sabin, le virus Coxsackie B38 obtenu du D* Gilbert Dalldorf, la souche 
Mengo du virus d’encéphalomyélite de souris, provenant du laboratoire 
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d’Entebbe (Uganda), le virus d’herpés étant le 110° passage in vitro 
de la souche « 5433 » de l'Institut Pasteur, le virus de la rhinotrachéite 
infectieuse des bovins (RIB) envoyé par le Dt Cabasso, la souche de la 
vaccine adaptée a la culture in vitro et provenant de la souche du 
Lister Institute de Londres, enfin la souche d’adénovirus de type 
1 Ad71, fournie par le Dt Huebner de Bethesda. 


R&ESULTATS. 
Etablissement des souches. 


Les trompes humaines provenaient d’une hystérectomie totale 
chez une femme de 48 ans, opérée pour un fibrome de malignité 
non déterminée ; les trompes et leur pavillon se sont révélés 
a examen histologique, normaux et exempts de tout élément 
néoplasique. 

Les fragments du pavillon de la trompe, aprés explantation 
in vitro (février 1958), dans un milieu complété avec un mélange 
de sérum placentaire humain et de sérum de cheval, manifestaient 
pendant quarante jours une activité vibratile des cils ainsi qu’une 
croissance mixte fibroblastique et épithéliale. 

Vers le début du troisiéme mois, aprés une période de stagna- 
tion, on a observé dans la zone d’excroissance de Jia culture, des 
foyers de prolifération. Des cellules récoltées a partir de cette 
zone ont pu étre transplantées dans un autre tube, puis repiquées 
en série par trypsination. 

Au bout de cing mois de culture et six passages, la souche 
cellulaire ainsi obtenue (désignée TG) était composée de cellules 
aux formes surtout polygonales ou allongées (pl. I, fig. I), avec 
membranes ondulantes discrétes mais réguliérement présentes. 

Ces cellules manifestaient cependant de plus en plus une ten- 
dance  produire des nappes épithéliales (pl. I, fig. 2). La 
rapidité de multiplication augmentait au fur et 4 mesure des 
passages et au bout d’une année, le taux d’accroissement de 
population cellulaire s’est stabilisé et équivalait a une augmen- 
tation de 10 fois en sept jours. 

Des fragments de pavillon de trompes de Fallope, provenant 
d’une lapine de Ja race fauve de Bourgogne, d’un an environ, 
ont été explantés au mois de septembre 1958, dans des conditions 
analogues a celles décrites précédemment, sauf que le milieu 
de culture contenait d’emblée le sérum hétérologue (cheval) et 
était additionné de 2 p. 100 d’extrait embryonnaire de bovin. 

Le mouvement vibratil des cils se maintenait pendant environ 
un mois. En méme temps, une abondante excroissance mixte, 
épithéliale et fibroblastique, s’étendait 4 partir des fragments. Le 
cinquante-quatri¢me jour aprés explantation, Ja culture a été 
trypsinée. La suspension obtenue s’étant bien attachée directement 
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sur la paroi de verre, nous avons continué a la transférer de la 
méme maniére tous les vingt a trente jours, en doublant chaque 
fois l’étendue de la culture. 

Cependant, vers le début du quatriéme mois, l'état de cette 
culture s’est détérioré trés considérablement et la reprise s'est 
effectuée a partir de rares foyers de cellules qui ont survécu A la 
dégénérescence quasi totale. 

Depuis ce rétablissement, la souche (dénommée TL) s’est stabi- 
lisée et ses caractéristiques sont restées dans l’ensemble inchan- 
gées jusqu’a ce jour. Elle est composée de cellules fusiformes ou 
polygonales trés bien étalées et minces, ayant une tendance plus 
prononcée que la souche humaine TG a former des enchevétre- 
ments ou des agglomérations typiquement fibroblastiques et une 
moindre tendance a se constituer en nappes épithélioides. ‘Le taux 
de multiplication de cette souche est de trois fois environ en sept 
jours. 


Etude des chromosomes 


L’étude des chromosomes de la souche humaine TG (45 ana- 
lyses détaillées) a montré un nombre modal de 59 chromosomes 
avec variations surtout entre les valeurs 56 et 64. Sept a neuf de 
ces chromosomes étaient des télocentriques vrais et 4 a 9 possé- 
daient un centromére presque terminal. 

En outre, nous avons relevé un chromosome subterminal parti- 
culiérement long et qui semble étre caractéristique de cette souche ; 
nous ne l’avons pas trouvé dans la souche HeLa cultivée dans 
notre laboratoire. Aucun changement notable n’est intervenu dans 
le caryotype de cette souche entre le mois de mai 1959 et le mois 
de mars 1960. 

L’analyse détaillée de 20 mitoses de la souche TL, effectuée au 
mois de mars 1960, a révélé un nombre moyen de 89 chromosomes, 
avec dispersion entre 83 et 94 et un nombre modal de 88. 

Sur un total de 200 métaphases observées on en a_ trouvé 
94 p. 100 présentant des nombres de chromosomes de cet ordre ; 
3 p. 100 a valeurs proches des diploides et 3 p. 100 d’approxima- 
tivement octoploides. Dans les mitoses types, c’est-a-dire a valeurs 
tétraploides ou presque, on comptait de 15 a 29 télocentriques, 
leur nombre modal étant 20. 


PLANCHE I. 


Fic. 1. — Culture primaire de trompes de Fallope humaines trois semaines 
aprés établissement (Gross. 320 x). 


Fic. 2, — Aspect de Ja souche TG aprés seize mois de culture in vitro 
(Gross. 320 x). 
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PLANCHE II. 


; : ¢ 
— Cellules de la souche TG en présence d'immunsérum anti-cellules — 
humaines (Gross. 320 x). ss e 


— Aspect de la souche TL aprés vingt-quatre mois de culture in vitro 
(Gross. 320 x). . 
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télocentriques ou quasi-terminaux (Gross. eny. 3 000 x). a 
- a 7 * -: 2 . 
Fic. 6. — Chromosomes de la souche de lapin TL. 87 chromosomes, aout any 18 


Fig. 5. — Chromosomes de la souche humaine TG. 61 chromosomes, dont 8 & Ou 


Bs 
télocentriques (Gross. eny. 3 000 x). 
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Propriétés antigéniques et greffes. 


_ Un sérum anti-cellules humaines, provenant d’un lapin hyper- 
immunisé avec les cellules HeLa, chauffé pendant une heure 
i 56° C et additionné de complément frais de cobaye, exercait 
une forte action cytotoxique sur les cellules TG aux dilutions 1/10 
et 1/20. Le méme sérum n’avait aucun effet sur les cellules TL. 
En revanche, les cellules de la souche TL mises dans les mémes 
conditions en présence d’un sérum anti-lapin obtenu sur le coq 
montraient des signes de souffrance, tandis que les cellules TG 
restaient intactes. 


Les sérums normaux de coq et de lapin étaient sans action sur 
les deux souches cellulaires. 

Vingt mois aprés son établissement in vitro, nous avons greffé 
la souche TL a quatre jeunes Japins (6 mois environ) de la race 
fauve de Bourgogne, non consanguine, en inoculant a chacun 
10 millions de cellules par voie sous-cutanée. 

Nous avons observé chez trois de ces lapins des nodules 
a lendroit de J’injection, qui augmentaient de taille jusqu’au 
hurtiéme-neuviéme jour, mais ont graduellement régressé par 
la suite, 

Des greffes analogues de la souche TG effectuées dans les 
mémes conditions sont restées négatives. 


Sensibilité aux virus. 


Les conditions de ]’épreuve étaient les suivantes : les cultures 
cellulaires, en tubes aplatis, contenant chacune 2 4 3 x 10° cellules, 
ont été exposées pendant trente minutes a 387°C, a 0,1 ml de 
suspension virale stock non diluée, puis complétées avec du 
milieu nutrilif et remises a l’étuve. 

Les suspensions virales provenaient, pour les virus de polio- 
myélite, les adénovirus et la RIB, des cultures en souche HeLa, 
pour les entérovirus (ECHO) et Je virus de Coxsackie des cultures 
de cellules rénales de singe, pour le virus Mengo des cultures de 
tissu embryonnaire de souris, enfin pour la vaccine et Vherpés de 
culture de cellules de rein de lapin adulte. 

Le titre infectieux de ces suspensions virales, pour les cultures 
cellulaires respectives, variait entre 10*° et 10’ unités infectantes 
par millilitre. 

Les résultats des épreuves sont résumés dans le tableau I. 

Il en découle une identité de sensibilité aux différents virus 
entre les deux souches humaines ainsi quentre les deux diffé- 
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rentes populations cellulaires en provenance du lapin : cellules 
du premier passage in vitro et d’autres qui ont été cultivées en 
dehors de l’organisme pendant deux ans. 

Cette identité s’étend aux détails : ainsi, si le virus de l’herpés 
posséde une affinité particuliére pour Jes cellules de Japin, il 


Tapieau I. 


CULTURES CELLULAIRES 
VIRUS 
HeLa} TG | TEe Rae ee 
Polio, type 1 (souche Mah) ..... ++ ++ n.e. fe) 
Polio, type 2 (Ssouche Sabin) ....| ++ +4 fo) fe) 
Polio, type 2 (souche Linden) ...| ++ ++ fo) fe) 
Polio; type 2 (Souche NRE AV ier t-[-— fees n.e. ° 
Polio, type 3 (seuche Samk) .~..) 4---— | +--+ fo) fe) 
Goxsackie BS) fame «escaieeeeiels ++ ++ n.e. fe) 
Virus ECHO : 
CSSeOIH, WHA WIE Gaoeuncuoac ++ | ++ fo) nes 
Rarouks types Tac. sear ano ++ ++ fe) — 
| Wrallacessbyipen7i wes ie iee i ++ ++ — — 
anion ty perslOnea.cipierekier re +4) +4 — — 
IRESASCEKR ty Guid menssatneratener toners ++ ++ — — 
Bry soit; sty Pe Soc. cesar ete ++ ++ — -— 
Corelis typename eee ++ n.e. — a 
NOY CE: Sty PC Si tnentrr meet kte ++ ALE. —- — 
IMOTnISEy 0 ype ese eit enc rae +++ nee; — — 
Encéphalomyélite Mengo ........) ++ | ++ +* => 
|| Herpes .... 0.6... see eee eevee ee Wi aa ee fii 
| URALIS "St ius See eee es eee NR cee SESE rigs, | teat 
| Via Cine: (dates etic mie ere eon ++ ++ ++ 4+ 
| Adénovirus, type 1 (souche Ad. 71).) ++ | ++ + | + 
QO: Pas d'effet cytopathogéne, ni de multiplication virale; + : Destruction 
cellulaire partielle, passages répétés de virus impossibles; ++ : Effet 
cytopathogéne rapide, passages répétés faciles; n.e.: Epreuve non _ effectuée. 


* Effet cytopathogéne prononcé seulement au premier passage. 


le montre aussi bien vis-a-vis de cellules rénales que vis-a-vis de 
la souche TL, ou si ces deux catégories de cellules ne sont que 
particllement sensibles au virus Mengo et aux adénovirus — 
ce qui se manifeste par un effet cytopathogéne partiel ou non 
transmissible — elles le sont toutes les deux A un degré comparable. 
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Discussion. 


_Les fragments de pavillon de trompes de Fallope de la femme 
ainsi que de la lapine, explantés in vitro, produisent une crois- 
sance a la fois fibroblastique et épithéliale, cette derniére conte- 
nant des ilots de cellules ciliées [46]. 


Avec l’évolution de la culture, ces deux genres de cellules ont 
tendance a se confondre, et 4 la suite de passages successifs, nous 
aboutissons 4 des populations cellulaires trés uniformes ; cepen- 
dant la lignée cellulaire TL, originaire des trompes utérines de 
lapin, présente, en définitive, un caractére beaucoup plus fibro- 
blastique que la TG dérivée de trompes humaines. 

li est intéressant de constater que d’autres auteurs, cultivant 
différents tissus en provenance du Japin, comme le testicule [17, 48], 
le muscle [48] ou la moelle osseuse {419}, ont également noté la 
tendance qu’ont les tissus de cette espéce a produire in vitro des 
lignées cellulaires stables d’aspect fibroblastique. 

Le contraire se produit habituellement avec les lignées cellu- 
laires humaines qui, méme si elles sont d’origine mésenchyma- 
teuse, ont tendance a produire une croissance de type épithélial 
ou épithélioide. 

Comme exemple on pourrait citer les souches de Berman et 
coll. [20], établies a partir de la moelle osseuse, ou la souche 
de conjonctive de Chang [24], qui ont toutes évolué vers un type 
de croissance épithéliale caractéristique. 

Nos résultats d’étude de chromosomes de la souche humaine 
TG permettent des rapprochements avec d'autres observations 
faites sur le caryotype des cellules humaines lors de leur adap- 
tation a la vie in vitro. Le plus souvent, et c’est bien le cas de 
la souche TG, le nombre de chromosomes se stabilise au niveau 
de valeurs hypotétraploides, comme si ces valeurs correspon- 
daient le mieux @ la reproduction continue et rapide des cellules 
humaines in vitro. 

Ainsi, parmi cing souches de cellules tumorales humaines 
analysées par [Levan [4], trois (HSI, HEp2, HEp3) présentent 
un complément chromosomique variant entre les chiffres 51 et 70. 
Dans la méme catégorie entrent les souches de foie et de conjonc- 
tive de Chang, avec 72 a 80 chromosomes, et quatre autres souches 
humaines étudiées par Defendi et coll. [23], qui ont trouvé 
partout des caryotypes a 60-80 chromosomes environ. 

D’autre part, Chu et Giles [24] ainsi que Tjio et Puck [25], 
ont établi pour différents clones de la souche HeLa: des nombres 
modaux allant de 72 4 78 chromosomes. 

Par rapport a ces derniéres données, les chromosomes de la 
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souche TG (nombre modal 59) se situent au-dessous de ces 
chiffres et se rapprochent le plus des valeurs trouvées par 
Defendi et coll. [23] pour la souche de prépuce humain de 
Leighton {26}. 

L’accumulation dans la souche TG de 7 a 10 chromosomes télo- 
centriques ou quasi terminaux, correspond bien aux données 
de Defendi et coll. [28] : 7 & 16 chromosomes télocentriques 
pour les quatre souches qu ils ont examinées en détail. 

Les données concernant le caryotype normal du lapin, sont 
rares. D’aprés Painter [27], le complément normal de cette espece 
comporte 2n = 44 chromosomes, chiffre confirmé par Melan- 
der {28} et Clausen (cité par Defendi {28}). Selon ces auteurs, le 
nombre 44 comprend 8 chromosomes télocentriques. 

Dans la souche de trompe de lapin, nous avons trouvé sur- 
tout des mitoses 4 87-89 chromosomes, c’est-a-dire correspondant 
assez exactement aux valeurs tétraploides. 

Cependant, le nombre modal de 20 télocentriques interdit 
d’admettre une vraie tétraploidie et fait plutét penser a un rema- 
nmement plus complexe. 

Ainsi, les caractéristiques chromosomiques des cellules TL 
sont trés différentes de celles trouvées pour la souche humaine 
TG, et ceci a tel point quil n’y a pas de chevauchement entre 
ces deux souches, ni pour les chiffres totaux de chromosomes, 
ni pour la proportion de télocentriques. 

Mentionnons enfin que les caryotypes de ces deux souches 
s'averenl trés différents de ceux de toutes les souches de souris 
que nous avons cultivées et étudi¢es dans notre laboratoire [29]. 

Comme on le voit, la seule analyse du caryotype des souches 
TG et TL nous a offert un moyen efficace pour confirmer 
Vauthenticité de leur origine d’espéce et exclure une contamina- 
tion par des cellules hétérologues. 

D’autre part, nous n’avons rencontré aucune difficulté pour 
identifier Vorigine des souches TG et TL a l’aide des antisérums 
spécifiques d’espéce, obtenus avec, comme antigéne, soit des 
cellules cultivées (HeLa), soit des tissus frais (cellules rénales 
de lapin). 

L’effet cytotoxique aux dilutions 1/10 et 1/20 était strictement 
spécifique et nous n’avons pas observé de réactions croisées. 

Egalement nets et révélateurs ont été les résultats des épreuves 
de sensibilité aux différents virus, La souche TG a reproduit 
exactement, vis-a-vis des virus de poliomyélite, Coxsackie d’encé- 
phalomyélite Mengo, herpés, rhinotrachéite bovine et les adéno- 
virus, la sensibilité de la souche HeLa. 

D’autre part, la souche TL a révélé, vis-a-vis de ces virus, un 
comportement identique a celui des cellules rénales de lapin en 
cultures primaires. 
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Par conséquent, sur ]’exemple de deux souches cellulaires de 
méme origine histologique mais en provenance de deux espéces 
différentes, nous avons pu démontrer qu’au cours de l’adaptation 
a la vie in vitro, les populations cellulaires ont subi chacune 
une évolution propre, conduisant vers un type cellulaire particu- 
lier, relativement uniforme, apparemment stable et trés différent 
de la population cellulaire de départ. 

Cependant, malgré la modification profonde de la morphologie 
des cellules, de leur taux de reproduction et de leur caryotype, 
certains caractéres de base révélés par l’analyse des chromo- 
somes, la recherche d’antigénes d’espéce, ainsi que par les 
épreuves de sensibilité aux virus, sont restés propres 4 chacune 
de ces espeéces. 

Ces constatations rejoignent celles d’autres auteurs qui ont 
étudié les transformations de souches cellulaires en culture sous 
tous ces aspects a la fois {23, 30}. 

Il serait prématuré d’affirmer que telles sont les limites d’évo- 
lution de souches cellulaires in vitro et on ne peut pas exclure 
a l’avance toute possibilité de modification de leur spectre de 
sensibilité aux virus ou de leurs caractéres antigéniques. Au 
contraire, il faut admettre avec Tjio et Puck {25] que des diffé- 
rences dans le comportement de clones cellulaires particuliers, 
vis-a-vis d’une infection virale, peuvent se manifester comme ces 
auteurs l’ont vu pour certains clones de la souche HeLa et le virus 
de la maladie de Newcastle. 

Néanmoins, il semble étre 4 Vheure actuelle bien établi que, 
dans de nombreux cas, les « transformations » radicales de carac- 
téres de souches cellulaires avec renversement de la gamme de 
sensibilité aux virus n’étaient dues qu’aux contaminations par des 
cellules hétérologues. 

Il faut admettre qu’en culture de tissus, le danger de contami- 
nation par cellules est aussi réel que celui d’infections bhacté- 
riennes ou fungiques, avec cette différence pourtant qu’une 
contamination cellulaire peut passer parfaitement inapercue et 
devient, dans la pratique courante, irrémédiable. 

Dans ces conditions, un contrdle rigoureux de lidentité et de 
l’authenticité des souches cellulaires a l'aide des multiples métho- 
des dont nous disposons, devient indispensable avant toute conclu- 
sion concernant les altérations profondes de leurs propriétés. 


RESUME. 


Deux souches cellulaires ayant une méme origine anatomique 
les trompes de Fallope, mais provenant de deux espéces diffé- 
rentes : ’homme et le lapin, ont été établies in vitro et cultivées 
pendant deux ans. 
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L’étude comparative de ces souches a conduit aux constatations 
suivantes : 


1° La souche humaine TG a évolué vers un type cellulaire 
épithélioide A multiplication rapide et vers un caryotype hypo- 
tétraploide avec un nombre de chromosomes se situant au-dessous 
des valeurs moyennes de la souche HeLa. 


2° La souche de lapin (TL) s’est stabilisée sous un aspect plus 
fibroblastique et a un niveau de multiplication moins rapide. Le 
nombre de ses chromosomes se situe surtout dans la zone tétra- 
ploide. 

3° Chacune de ces souches est restée sensible aux immum- 
sérums anti-espéce, sans réactions croisées. Les greffes sur lapin 
ont confirmé le maintien de cette spécificité d’espéce. 

4° Vis-a-vis de 20 virus différents : 3 types de poliomyélite, 
Coxsackie, herpés, vaccine, 9 virus ECHO, encéphalomyélite 
Mengo, rhinotrachéite bovine et adénovirus, les souches TG et TL 


ont gardé les sensibilités de base propres aux cellules de ces deux 
ecpeces 


Nous confrontons ces résultats avec les données d’autres auteurs 
sur les modifications des caractéres de souches cellulaires en 
culture in vitro. 

Vu le danger et la fréquence de contamination de cultures par 
cellules hétérologues, nous concluons a la nécessité de vérification 
d’authenticité d’origine et de transformation de ces souches par 
des épreuves simultanées, immunologiques, sérologiques et géné- 
tiques. 


SUMMARY. 


PERMANENT AND VARIABLE CHARACTERS OF HUMAN AND RABBIT CELLS 
DURING ADAPTATION TO CONTINUOUS « in vitro » GROWTH. 


Two cell strains having the same anatomical but different 
species origin were developed from human and rabbit Fallopian 
tubes. After two years of cultivation in vitro and a comparative 
study, the following observations were made 


I° The human strain (TG) stabilized as an epithelial-like, rapi- 
dly multiplying cell type characterised by an hypotetraploid 
karyotype with modal number of chromosomes below average 
value reported for the HeLa strain. 

2° The rabbit line (TL), when stabilized, had a much more 
fibroblastic appearance and a slower multiplication rate. Its 
chromosome numbers were found chiefly near tetraploid values 


3° Each of the two lines continued to be sensitive to specific 


CULTURE DE CELLULES 335 


anti-species sera. No cross reactions were noted. Grafts on young 
rabbits confirmed the species specifity of the two lines. 


4° Tests with 20 different strains of : polio, Coxsackie, herpes, 
vaccinia, 9 types of ECHO, Mengo encephalomyelitis, bovine 
rhinotracheitis, and adeno viruses, proved that the TG and TL 
strains maintained their characteristic rabbit and human cells 
virus sensitivity range. 

These results are confronted with other data concerning modi- 
fication of cell characters during prolonged culture in vitro. 

The danger of heterologous cell contamination in the laboratory 
routine is emphasized, as well as the necessity of simultaneous 
immunological, genetical and virus tests on cell strains under 
study before any definite conclusion concerning the authenticity of 
their transformation can be drawn. 
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OBSERVATIONS SUR L’EFFET CYTOPATHOGENE 
DES MYXOVIRUS PARAINFLUENZAE (*) 


par M. LA PLACA (**) et C, MOSCOVICI (***), 


(Department of Pediatrics, Medical School, University of Colorado 
et Istituto di Microbiologia dell’ Universita di Bologna) 


L’emploi de la technique de l’hémadsorption {4] pour la mise 
en évidence des Myxovirus [2] en cultures cellulaires in vitro a 
permis a Chanock et coll. {8] d’isoler deux nouveaux Myxovirus 
appelés d’abord « hémadsorption » types 1 et 2. Ces deux virus 
ont été récemment réunis a d’autres souches de Myxovirus pour 
former le groupe dit des virus parainfluenzae [4]. 

L’effet cytopathogéne du virus parainfluenzae type 3 a été 
illustré par McKinney et coll. [5] et pour celui des types 1, 2 et 3 
on renvoie le lecteur aux travaux de Chanock et coll. [8, 6]. 
L’observation des lésions cellulaires pour le virus parainfluenzae 
type 3 (hémadsorption type 1) sur des préparations de cellules 
fixées et colorées a été réalisée par Marston |7], Chany et coll. [8], 
Lépine et coll {9}, qui ont employé les souches cellulaires HeLa 
et KB. Le rein de singe a été employé par Lépine et coll. [9] pour 
l’étude du virus parainfluenzae type 2 (virus CA). 

L’objet de ce travail est de décrire de nouvelles observations 
sur la cytopathologie des virus parainfluenzae en cultures cellu- 
laires. 


MATERIEL ET METHODES. 


Virus. — Les souches virales suivantes ont été employées : 

Parainfluenzae type 1 (hémadsorption type 2) obtenue par le 
Dr R. M. Chanock (isolement effectué en avril 1958 sur culture 
de rein de singe ; nombre des passages inconnu). 


Parainfluenzae type 2 (virus CA), souche Mang, obtenue par 
le D™ H. Wenner (cinquiéme passage sur culture de rein de singe). 


: (*) Ces recherches ont bénéficié d’une subvention du National Insti- 
tute of Health, Bethesda, Maryland, Grant n° 2-2848 (RI). 

(**) Boursier du C. N. R. du Gouvernement italien. 

(#**) Manuscrit recu le 29 octobre 1960. 
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Parainfluenzae type 3 (hémadsorption type 1) isolé a Denver 
en mars 1960 d’un enfant, au cours d’une épidémie de laryngite 
striduleuse. La souche prototype est appelée CR/8 et a été 
employée dans notre étude a son quatriéme passage en culture 
de rein de singe. La souche a été adaptée aux cellules HeLa et 
employée pour cette étude 4 son cinquiéme passage. 


CULTURES CELLULAIRES. — Cellules de rein de singe (M. cyno- 
molgus) de premiére explantation, cultivées dans un milieu 
contenant 95,5 p. 100 de solution de Hanks, 0,5 p. 100 d’hydro- 
lysat de lactalbumine et 4 p. 100 de sérum de veau. La souche 
HeLa {10} a été aussi utilisée en employant un milieu composé 
de 90 p. 100 de milieu 199 [44] additionné de 10 p. 100 de sérum 
de veau. 

[Lorsque les cultures étaient confluentes, le milieu était éliminé 
et remplacé par 2 ml de milieu d’entretien ainsi composé : pour 
le rein de singe, 99,5 p. 100 de solution de Earle et 0,5 p. 100 
d’hydrolysat de lactalbumine : pour les cellules HeLa, 100 p. 100 
de milieu 199. 


INFECTION DES CULTURES ET PREPARATIONS HISTOLOGIQUES. — Les 
cultures ont été infectées avec 500 DL,, pour chaque virus et 
incubées 4 87° C en position horizontale. 

Le virus pardinfluenzae type 1 a été étudié exclusivement en 
rein de singe, tandis que les types 2 et 3 l’ont été soit en rein de 
singe, soit en cellules HeLa. 

La préparation des cellules fixées, adsorbées sur celloidine et 
colorées, a été réalisée suivant la technique d’Enders et 
Peebles |42}. 

Les types 2 et 3 ont été examinés a divers intervalles de temps 
jusqu’a cing jours apres l’infection des cultures. 

Le type 1 a été examiné au sixiéme jour aprés s’étre assuré 
que les épreuves d’hémadsorption et d’hémagglutination étaient 
positives. 

La spécificité des lésions causées par les virus a été établie 
en ajoutant a toutes les expériences des témoins non inoculés 
et des cultures ot chaque virus était neutralisé par son propre 
antisérum., 

Les lésions induites par le parainfluenzae type 2 (CA) n’ont 
pas été neutralisées par l’antisérum anti-virus simien SV-5 [418]. 


R&suLrats. 
« Myxovirus parainfluenzae » type 3 (hémadsorption type 1) 


Sur HeLa. — Nos résultats sont en bon accord avec les obser- 


vations effectuées par Marston [7], Chany et coll. [8] et Lépine 
et coll. [9]. 
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L’effet cytopathogéne du virus consiste dans la formation de 
syncytiums multinucléés, arrondis et de dimensions progressi- 
vement croissantes, qu’on peut observer dés la dix-huitiéme heure 
de V infection. 

L’aspect des syncyliums et leur progression dans le temps 
suggérent que Je phénoméne pourrait étre la conséquence de 
fusions cellulaires qui se font de facon centrifuge a partir d’une 
cellule primitivement infectée. 

Il est difficile de savoir actuellement si la fusion cellulaire est 
le résultat d’une diffusion de l’infection, ou si elle est provoquée 
par d’autres substances comme Chany et Cook l’ont suggéré [44]. 

A la formation du syncytium succéde toujours la dégénérescence 
de sa portion centrale qui semble ne pas avoir un rapport défini 
avec les dimensions du syncytium lui-méme, de sorte que, aux 
stades plus avancés, la plupart des syncytiums apparaissent 
réduits 4 un mince bord entourant un espace vide (pl. I, fig. 1). 

Les noyaux des syncytiums ont conservé un aspect normal 
pendant toute la période d’observation et on n’a pas observé 
d’inclusions intracytoplasmiques. 


Sur rein de singe. — Sur ces cellules, on a observé la formation 
de syncytiums. Les plages syncytiales ont un aspect plus irrégu- 
ler qu’en culture de cellules HeLa (pl. I, fig. 2), elles sont plus 
rares et leur apparition est plus tardive. 

Sur rein de singe d’autre part, on a toujours observé des 
inclusions intracytoplasmiques d’aspect éosinophile, ayant des 
formes irréguliéres. Aux forts grossissements, elles ont un aspect 
finement granuleux (pl. I, fig. 3). 


« Myxovirus parainfluenzae » type 2 (CA). 


Sur HeLa. — L’effet cytopathogéne est caractérisé, comme 
celui du type 3, par la formation de syncytiums, qui cependant 
se distinguent par l’irrégularité des contours, l’absence de rétrac- 
tion apparaissant dans le centre de la région syncytiale et par la 
présence, dans les syncytiums mémes (20 4 30 p. 100 environ), 
d’inclusions cytoplasmiques, a bords nets. entourées d’un halo 
pair (pl.d1,. fig: 4): 

On peut noter encore, dans le cytoplasme de la presque totalité 
des plages syncytiales, la présence de nombreuses granulations 
fortement acidophiles. Les noyaux paraissent parfaitement nor- 
maux. 


Sur rein de singe. — Comme Lépine et coll. [9] Vavaient 


observé, leffet cytopathogéne semble aboutir a la formation 
de plages syncytiales. Toutefois, a la différence de ce qu’on 
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observe sur HeLa, tous les syncytiums sont remplis d’inclusions 
cytoplasmiques, éosinophiles, 4 bords nets et entourées d’un halo 
clair (pl. II, fig. 5 et 6). 


« Myxovirus parainfluenzae » type 1 (hémadsorption type 2). 


Sur rein de singe. — Aprés six jours d’infection, les cultures 
ne présentaient aucune différence morphologique avec les cultures 
témoins. Ceci, comme il a été dit plus haut, en dépit du fait que 
la positivité de ’hémadsorption et la présence d’hémagglutinines 
dans le liquide de culture démontraient la multiplication et la libé- 
ration du virus. 

L’unique constatation digne d’étre décrite était la présence de 
cellules arrondies dont le noyau présentait des altérations dues 
sans doute a des phénoménes de chromatolyse (pl. II, fig. 7, 8 et 9). 


Mitoses cellulaires en présence d’ inclusions provoquées 
par « Myzxovirus parainfluenzae » type 2. 


Au cours de l'étude de la cytopathologie du type 3 sur culture 
de rein de singe et sur HeLa, et du type 2 sur HeLa, on n’a jamais 
observé aucune image de mitose a l’intérieur des syncytiums 
mémes, bien que des mitoses typiques alent été trés fréquentes 
dans toutes les préparations examinées. 

Toutefois, dans le cas des cellules de rein de singe infectées 
avec le type 2, le nombre de mitoses en relation avec la présence 
des inclusions cytoplasmiques a été grand, soit dans les cellules 
isolées, soit, moins souvent, dans les cellules faisant déja partie 
d’une plage syncytiale (pl. III, fig. 10, 11, 12 et 18). 


Discussion. 


La premiére donnée que suggérent nos résultats, c’est la diffé- 
rence de l’effet cytopathogéne des virus parainfluenzae types 2 
et 3 étudiés respectivement sur cultures cellulaires HeLa et de 
rein de singe. 


PLANCHE I. 
Fic. 1. — Myzovirus parainfluenzae type 3 en HeLa au cinquitme jour de 
Vinfection H. et E. x 150. 
Fic. 2. — Myzovirus parainfluenzae type 3 en culture de rein de singe au 


cinquitme jour de l'infection. Large plage syncytiale. H. et E. x 80. 


Fie. 3. —- Myaovirus porainfluenza type 3 en culture de rem de singe au 
cimquicme jour de Vinfection. Inclusions intracytoplasmiques. Les petites masses 
rondes sont des globules rouges de cobaye. H. et E. x 500. 
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PLANCHE II. 


Fic. 4. — Myzovirus parainfluenzae type 2 en HeLa au quatritme jour de 
Vinfection. Plage syncytiale avec inclusions intracytoplasmiques. H. et E. x 500. 


Fic. 5. — Myzxovirus parainfluenzae type 2 en culture de rein de singe au 
cinquitme jour de linfection. Plages syncytiales avec inclusions cytoplasmiques. 
13 We $85 5 tex0)- 


Fic. 6. — My.wovirus parainfluenzae type 2 en culture de rein de singe. Détail 
de la figure 5. x 4160: 


Fic. 7. — Culture de rein de singe normal. H. et E. x _ 160. 
Fic. 8. — Mywovirus parainfluenzae type 1 en culture de rein de singe au 


sixiéme jour de Vinfection. Noter l’arrondissement des cellules dont la plupart 
sont entourées par les globules rouges de cobaye. H. et E. x 160. 


Fre. 9 -— Mywovirus parainfluenzae type 1 en culture de rein de singe. Chro- 
matolyse des noyaux. H. et E. x 350. 
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PLANCHE. III. 


Fic. 10. — My.wovirus parainfluenzae type 2 en cullure de rein de singe. 
Métaphase d'une cellule avec inclusions intracytoplasmiques. H. et E. x 350. 


Fre. 11. — Mysxovirus parainfluenzae type 2 en culture de rein de singe. 
Anaphase d’une cellule avec inclusions intracyloplasmiques. H. et E. x 350. 


Fic. 12. — Myaxovirus parainfluenzae type 2 en culture de rein’ de singe. 
Télophase d'une cellule ayee inclusions intracyloplasmiques H. et E. x 350. 


Fic. 13. — Mywrovirus parainfluenzae type 2 cn culture de rein de singe. 
Mélaphase d'une cellule avec inclusions intracytoplasmiques et allant faire 
partic dune plage syncytiale. H. et E. x 380. 
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La différence est plus frappante quand on examine les cellules 
HeLa infectées par le type 3. Celles-ci réagissent par la forma- 
tion de syncytiums, mais sans formation d’inclusions cytoplas- 
miques, tandis que sur le rein de singe la réaction s’étend a la 
formation de plages syncytiales, moins fréquentes que sur HeLa, 
mais accompagnées de Ja constante présence d’inclusions cyto- 
plasmiques. 

Ces données montrent, encore une fois, la nécessité d’inter- 
préter le mécanisme de |’expression morphologique induite par 
Vaction d’un virus au niveau des cellules sensibles, non seulement 
en fonction des propriétés du virus méme, mais aussi en fonction 
des possibilités de réaction du systéme cellulaire employé. 

Une autre observation qui nous semble intéressante est la 
présence des images de mitose en relation avec les inclusions cyto- 
plasmiques provoquées par le virus parainfluenzae type 2 sur 
culture de rein de singe. 

De telles observations pourraient faire considérer le virus para- 
influenzae type 2, tout au moins lorsqu’il est cultivé sur rein de 
singe, comme un exemple de virus qui posséde quelques-unes au 
moins des propriétés des virus sub-modérés, selon la classification 
de Dulbecco [45}. 

En ce qui concerne le virus parainfluenzae type 1, l’absence 
d’effet cytopathogéne, bien que le virus se multiplie effectivement, 
rejoint d’autres exemples nombreux dans la littérature : il suffit 
de mentionner la multiplication du virus grippal sur membrane 
chorio-allantoidienne d’ceuf de poule. 

Ceci démontre néanmoins que les rapports virus-cellule, dans 
le cas du type 1, sont trés probablement bien différents de ceux 
qui existent dans le cas des types 2 et 3. 


REsuME. 


La cytopathologie des Myxovirus parainfluenzae a été étudic¢e 
aprés infection de deux systemes cellulaires : HeLa et rein de 
singe. 

Les cellules HeLa infectées par la souche de parainfluenzae 
type 3 montrent une rapide formation de syncytiums sans pro- 
duction d’inclusions intracytoplasmiques ; les cellules de rein 
de singe infectées avec la méme souche virale réagissent d’une 
facon différente : la formation des syncytiums est moins fréquente, 
mais s’accompagne presque toujours de l’apparition d’inclusions 
intracytoplasmiques. 

Le virus parainfluenzae type 2 provoque dans les deux systemes 
cellulaires la formation de plages syncytiales. Toutefois, la pré- 
sence d’inclusions cytoplasmiques est moins fréquente en HeLa 
qu’en cellules de rein de singe. 
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On a observé que la division mitotique n'est pas arrétée ou 
supprimée lorsque la cellule de rein de singe est infectée par 
le virus parainfluenzae type 2. 

L’ infection de cellules de rein de singe par le virus parainfluenzae 
type 1 n’entraine aucune altération morphologique du systeme 
malgré la multiplication et la libération du virus. 


SUMMARY 


OBSERVATIONS ON THE CYTOPATHOGENIC EFFECT 
oF Myzxovirus parainfluenzae. 


The cytopathology of parainfluenzae viruses has been studied 
by using two cells systems : HeLa and monkey kidney. 

HeLa infected with parainfluenzae type 3, have shown a rapid 
formation of syncytia without cytoplasmic inclusions ; monkey 
kidney cells however, when infected with the same viral strain, 
have reacted in a different way, by showing a less marked for- 
mation of syncytia where cytoplasmic inclusions could be clearly 
seen. 


Parainfluenzae type 2 lead to the formation of syncytia in both 
cellular systems. However, the presence of cytoplasmic inclu- 
sions is less frequent in HeLa than in monkey kidney cells. 

Moreover, mitotic divisions were still observed in monkey 
kidney cells infected by parainfluenzae type 2. 

Parainfluenzae type 1 did not cause any morphological altera- 
tion to the cell system, despite viral multiplication and release was 
recorded. 
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TOXICITE ET VIRULENCE COMPAREES 
DES FORMES SMOOTH ET ROUGH 
DE SALMONELLA TYPHI SUR EMBRYON DE POULET 


par Monique DIGEON (*) et Marcel RAYNAUD (**) 
(avec la collaboration technique de M™ Jeanne RIZA). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Les formes rough de S, typhi sont considérées depuis longtemps 
comme non pathogénes du fait qu’elles ne sont pas virulentes 
et que les premiéres méthodes de préparation des endotoxines 
n’extrayaient des bactéries rough que des produits non toxiques. 
On sait que les formes rough élaborent néanmoins une toxine 
qui peut étre extraite des germes par diverses méthodes [4, 2, 3]. 
L’endotoxine obtenue provoque chez les animaux une intoxication 
semblable a celle observée avec l’endotoxine extraite des formes 
smooth [4]; par contre elle s’en distingue par ses propriétés 
immunologiques ; l’endotoxine extraite des formes rough se 
montre associée aux antigénes rough [5] communs a de nom- 
breuses bactéries Gram-négatives, celle des formes. smooth a 
Vantigéne O spécifique de chaque type. 

On pouvait se demander si l’absence de virulence des formes 
rough, c’est-a-dire leur incapacité de déterminer chez les ani- 
maux une infection mortelle, n’était pas liée a la présence dans 
lorganisme de ceux-ci d’anticorps ou d’un systéme de défense 
cellulaire spécifique dirigés contre les antigénes rough communs 
a de nombreuses bactéries Gram-négatives. 

Pour examiner cette question, nous avons utilisé des embryons 
de poulet, organismes pouvant étre considérés comme immuno- 
logiquement neufs et dépourvus d’anticorps. On sait que les 
embryons de poulet sont trés facilement infectés et tués par 
les salmonelles virulentes [6, 7] et qu’ils sont intoxiqués et tués 
par des préparations d’endotoxine de divers germes smooth [8]. 

Dans un premier temps, nous avons étudié parallélement Ia 
toxicité pour Vembryon de préparations extraites de formes 


(*) Chargée de Recherches & 1’Institut national d’Hygiéne. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 novembre 1960. 
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smooth et de formes rough de S. typhi. Nous avons ensuite 
recherché le pouvoir infectant des germes S. typhi rough comparé 
a celui des bactéries smooth. 


I. — Erupbr bE LA TOXICcITE. 


Les embryons ont été inoculés au dixiéme jour de l’incubation, 
age auquel ils sont le plus sensibles aux endotoxines [8]. Finkels- 
tein et Ransom [9] ont observé une variation analogue de sensibilité 
a Vinfection par le vibrion cholérique, Alors que l’embryon de 
dix jours est tué par de trés faibles doses, de l’ordre de 1 bac- 
térie, Pembryon de 13 jours est déja beaucoup moins sensible 
et Pembryon de 15 jours pratiquement résistant. 

Les solutions d’endotoxine utilisées ont été, pour les formes 
smooth une préparation d’anltigéne O obtenue selon Ja méthode 
de Boivin a partir de bactéries O 901; pour les formes rough, 
soit des extraits bruts (traitement des bactéries R, par la solution 
NaCIM/1-citrate M/10 pendant dix-huit heures a 0°, dialyse de 
l’extrait et lyophilisation), soit des préparations purifiées (précipi- 
tation par alcool alcalin [410}). Les solutions ont été injectées par 
vole intraveineuse sous volume de 0,05 ml. 

Les embryons meurent moins de vingt-quatre heures aprés 
inoculation et présentent des lésions hémorragiques. Les résul- 
tats obtenus selon les doses, sont portés dans le tableau I. La 


Tasteau I. — Mortalité des embryons inoculés par voie intraveineuse 

avec différentes préparations d’endotoxine. 
D TOXINE R, (*) 
me re) ANTIGENE O 

b-46 a-14 a-16 
0,005 5/20 — — — 
0,01 10/20 — 8 /20 25 /30 
0,02 12/16 — — 20 [20 
0,05 40 [40 18/18 36/40 20 [20 
0,10 5/5 12/02 20 /20 — 
0,20 6/6 — 15/15 — 
(*) b: extrait brut; a: préparations purifiées. 


loxine R, et l’antigéne O ont une toxicité équivalente, La DMM 
est de 0,02 a 0,05 wg, la DM50 de l’ordre de 0,01 ug. 

Si on injecte l’endotoxine sur la membrane chorio-allantoide, 
il faut des doses beaucoup plus fortes et la mortalité est irré- 
guliére ; certains embryons peuvent résister 4 20 we de toxine. 
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Il. — EruprE pu POUVOIR INFECTANT. 


Les embryons ont été injectés en général au dixiéme jour 
d’incubation ; nous en avons aussi inoculé aux septiéme et hui- 
tiéme jour, mais nous n’avons pas trouvé de différence bien 
appréciable. Ils ont été inoculés selon trois modes : sur la mem- 
brane chorio-allantoide, par vole intraveineuse et dans le sac 
vitellin. 


Numération des germes. — Le nombre de germes des suspen- 
sions a injecter a été déterminé par mesure de la densité optique 
au photométre de Klett (écran vert n° 54) aprés détermination 
préalable de la densité optique de suspensions numérées a la 
cellule. 

Le nombre de germes vivants a été contrélé par ensemence- 
ment en bouillon macération gélosé en boites de Petri et numé- 
ration des colonies. Pour les bactéries smooth, nous avons 
obtenu 65 a 75 colonies pour 100 germes comptés par densité 
optique. Avee les bactéries rough, nous n’avons jamais obtenu 
un tel nombre. Les suspensions ne nous ont donné que 5 aA 30 
colonies pour 100 germes comptés par densité optique. Etant 
donné ces différences, nous donnons les doses injectées en 
indiquant les deux chiffres. Ces différences tiennent probable- 
ment & la tendance des germes rough a rester associés. 


Injections sur la membrane chorio-allantoide. — Le pouvoir 
infectant des germes R, a été recherché d’abord par la méthode 


Tasrzau Il. — Mortalité des embryons inoculés avec les germes R, 
sur la membrane chorio-allantoide. 
NOMBRE DE GERMES INOCULES 
eae ee DETERMINE PAR MorvaLité 
DE DES 
Numération Densité EMBRYONS 
des colonies optique 
2a 4 10 a 20 17/36 
p- Io a 50 100 a 500 10/30 
mo . a 00 I 000 
Germes vivants : : a ra: 24/38 
a 600 2000 a I0 000 30 /60 
2 000 5% 3 000 20 000 11/20 
\ 10 000 50 a I00 000 11/20 
\ 500 a 2000 (*)| 5000 a 20000 6 /30 
Germes tués IO 000 a 20 000 I00 & 200 000 3/20 
par chauffage aie 
5 a Io millions 50 millions 11/30 
(*) Numération avant chauffage. 
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classique d’injection sur la membrane chorio-allantoide (sous 
volume de 0,1 ml). Par cette technique, on obtient bien une 
certaine mortalité des embryons, mais quelles que soient les doses 
utilisées jusqu’a 10000 germes vivants les résultats varient de 
20 4 80 p. 100, la moyenne se situant aux environs de 50 p. 100 
(voir tableau II), 

Cette mortalité semble bien due a une infection; la plupart 
des embryons tués meurent entre le deuxiéme et le quatriéme 
jour aprés inoculation et leur liquide allantoique contient de 
nombreux germes. D’autre part, pour éliminer Vhypothése de 
la mort par intoxication par la toxine des germes, nous avons 
inoculé des germes tués par chauffage a 100° pendant quinze 
minutes (voir tableau II). La mortalité est toujours inférieure a 
celle causée par les germes vivants, méme avec une dose de plu- 
sieurs millions de germes, 


Injections intraveineuses. — Dans ces conditions, les doses 
supérieures 4 1000 germes vivants inoculés sous volume de 
0,05 ml tuent 100 p. 100 des embryons de fagon absolument cons- 
tante. Les doses moins fortes ne donnent pas des résultats aussi 
réguliers (voir tableau III). La DM50 (log. prob.) est de l’ordre 
de 60 germes vivants. 


Tasreau III. — Mortalité des embryons inoculés avec les germes R, 
vivants par voie intraveineuse. 
NOMBRE DE GERMES INOCULES | 
DETERMINES PAR | Morva- 
| LITE 
pels a | DES 
Numeération Densité | EMBRYONS | 
des colonies optique | 
: | 
/ 50 625 | 15/20 |} 
100 I 250 10/17 | 
are série ; 500 2 500 | 17/18 
d’expériences I 000 5.000 & 20000] 18/20 
2 000 10 000 A 20 000) 20/20 
\ 2000 & 10000 +|10 000 a 100 000, 50/50 | 
DM 50 50 600 
: 20 100 | 9 /32 
BeISEHE 11/30 
d’expériences Ane 2A) | 3 
80 400 | 12/32 
| 
DM 50 60 300 | 


Nous avons étudié la toxicité des germes R, tués par chauf- 
fage A 100° pendant quinze minutes, pour contréler que la 
mortalité des embryons n’est pas due 4 une intoxication, mais 
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Tasteau IV. — Mortalité des embryons inoculés avec les germes R, 
tués par voie intraveineuse. 
NOMBRE DE GERMES INOCULES MORTALITE 
DETERMINE PAR DENSITE OPTIQUE DES EMBRYONS 
10 000 2/18 
100 000 4/12 
500 000 © 5/12 
I million 9/18 
2 — 10 /20 
4 = | 9 [10 
5. 15/16 
DSO as 9/9 
DM 50 (log. prob.) : 1 million. 


a une infection (voir tableau IV). La DM50 est au moins deux 
mille fois plus forte que la DM50 de germes inoculés vivants. 

Injections dans le sac de vitellin (1). — Par cette voie, les 
résultats sont beaucoup plus réguliers et la dose minima infec- 
tante beaucoup plus faible (voir tableau V). ba DM50 est de 
Vordre de Vunité = 1 germe vivant ou 5 germes comptés par 
densité optique. 


Tasteau V. — Mortalité des embryons inoculés avec les germes R, 
vivants ou avec la toxine R, dans le sac vitellin. 


NOMBRE DE GERMES INOCULES 
DETERMINE PAR MOoRTALITE 
DES 
Numeération Densité EMBRYONS 
des colonies optique 

I | 5 13/24 

I 10 18 /24 

2 Io a 20 70/70 

4 20 a 40 58/58 

Doses en ug 

Injection 0,05 5/10 

de 0,10 4/10 

toxine R, (*) 0,50 5/10 

I 8/10 

(*) Par voie intraveineuse 0,05 ug de la méme préparation (b-46) tue 18 [18 
embryons. 


(1) Nous remercions M™* Grabar, du Service des Vaccins, qui nous 
a indiqué ce mode d’inoculation pour l’étude de la virulence. 
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L’injection de 0,1 ml d’une suspension évaluée par lecture 
photométrique 4a 50 germes par ml et donnant par ensemence- 
ment 10 colonies, tue la moitié des embryons. La plupart des 
embryons meurent entre dix-huit heures et quarante-huit heures 
apres inoculation. 

Nous avons controlé l’infection par examen des liquides allan- 
toique et amniotique prélevés peu aprés la mort de l’embryon 
(dilutions, ensemencements et numérations des colonies). Cet exa- 
men révéle une abondante multiplication des germes : nous avons 
trouvé dans ces liquides 100 millions A 1 milliard de germes 
par ml, Nous avons également vérifié que la sensibilité des 
embryons & l’endotoxine n’est pas plus grande lorsque celle-ci 
est injectée dans le sac vitellin. Elle est au contraire plus faible 
(voir tableau V). 

Par ce mode d’inoculation, la dose infectante de germes R, 
devient du méme ordre de grandeur que celle des salmonelles 
virulentes [6, 7]. 

Nous avons comparé le pouvoir infectant des trois formes 
S. typhi rough (souche R,), S. typhi smooth W (souche O 901), 
S. typhi smooth V (souche Ty 2 Vi agglutinable, O inagglutinable) 
en inoculant une dose faible (2 4 10 bactéries) de chacune d’elles 
selon les modes précédemment ¢tudiés (voir tableau VI). 


Tasteau VI. — Mortalité des embryons inoculés avec les bactéries 
rough et smooth. 
BACTERIES SMOOTH RouvcH 
MoDE Z 
D’ INJECTION 
eiivaz 0,901 1885 

WW EKewee (EASA 36 6.00 Ol 10/10 5/10 17/36 
IEGNY Serene Seo aed CHET RT 8/10 2 yi, 4/20 
Sac ivitellin” i. 2.5...) — g/10 20 /20 
(*) Membrane chorio-allantoide. 


Dose inoculée : 0,1 ml d'une suspension & 100 germes par millilitre (déterminés par 


i 


densité optique), dose correspondant & 7 germes viables pour les bactéries smooth 
et 2 A 4 pour les bactéries rough (déterminés par ensemencements et numeration 
des colonies). 


On constate que, inoculés sur la membrane chorio-allantoide, 
seuls les germes Vi provoquent l’infection mortelle de tous les 
embryons. Les germes smooth O 901 semblent, par cette vole, 
n’étre pas plus virulents que les germes rough; par contre, a 
l’inverse des germes rough, ils sont aussi virulents que les germes 
Vi par vole intraveineuse. 
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CONCLUSIONS. 


Stetson [44] a émis I’hypothése que les réactions des animaux 
aux endotoxines ne seraient pas des phénoménes toxiques pro- 
prement dits, mais seraient des manifestations d’allergie bacté- 
rienne, les animaux dits normaux ayant été antérieurement sen- 
sibilisés par des bactéries Gram-négatives. Les embryons de 
poulet pouvant étre considérés comme des organismes immuno- 
logiquement neufs, non sensibilisés par contact avec des germes, 
il semble bien que les lésions et la mort soient dues aux proprié- 
tés toxiques « primaires » de lendotoxine. 

Les germes rough de S. typhi, de méme que les souches 
smooth sans antigéne Vi, sont capables, dans certaines condi- 
tions, de provoquer, aux mémes doses que les bactéries avec 
antigéne Vi, une infection mortelle chez les embryons de poulet. 
Les différences de virulence que l’on peut mettre en évidence par 
emploi de la voice intraveineuse et de la voie allantoidienne, ne 
sont plus perceptibles quand on utilise |’inoculation dans le sac 
vitellin. 


RESUME. 


Les embryons de poulet au dixiéme jour d’incubation sont 
aussi sensibles a Vendotoxine extraite des formes rough de 
S. typhi qu’a celle des formes smooth (DM50 de Vordre de 
0,01 wg). 

Ils sont également trés sensibles a l’infection par ces germes. 
Les bactéries rough (S. typhi R,) sont capables de provoquer, 
chez 100 p. 100 des embryons, une infection mortelle 4 la méme 
dose que les bactéries smooth virulentes (S. typhi Ty 2), a condi- 
tion d’étre inoculées dans le sac de vitellin. Par voie intraveineuse, 
on peut infecter 100 p. 100 des embryons avec des doses plus 
fortes de bactéries R,, tandis que les bactéries smooth dépourvues 
d’antigéne Vi (S. typhi O 901) sont mortelles aux mémes doses 
que les bactéries Vi. Inoculées sur la membrane chorio-allantoide, 
les bactéries rough tuent irréguliérement les embryons méme a 
doses trés fortes. 


SUMMARY. 


COMPARATIVE TOXICITY AND VIRULENCE OF SMOOTH AND ROUGH FORMS 
or Salmonella typhi in curckK EMBRYOS. 


Chick embryos incubated ten days show the same sensitivity 
to the endotoxin extracted from R as from S forms of S. typhi 
(DM50 about 0,01 ug). They are also easily infected with S. typhi. 
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Rough bacteria (S. typhi R,) may provoke a lethal infection in 
100 p. 100 of the embryos, like smooth virulent bacteria (S. typhi 
Ty2) in the same dose, if they are injected into the yolk sac. 
By means of intravenous inoculation of higher doses of R, bac- 
teria, 100 p. 100 of the embryos are infected, whereas intravenous 
inoculation of smooth bacteria deprived of Vi antigen (S. typhi O 
901) is lethal when carried out with the same doses as Vi bacteria. 
When inoculated into the chorio-allantoic membrane, rough bac- 


teria kill the embryos irregulary, even when very high doses 
are used. 
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L‘IDENTIFICATION DES MYCOBACTERIES 
PAR L’EPREUVE DE REDUCTION DES NITRATES 


par H. BOISVERT (*). 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose |D" J. Bretey)) 


Parmi les nombreuses méthodes applicables aux Mycobactéries, 
récemment proposées par les auteurs, nous nous sommes attaché 
a l’étude des réactions simples, ne nécessitant pas d’appareillage 
spécial, et qui, cependant, peuvent apporter un élément utile, 
sinon décisif, pour l’identification de ces germes. 

Dans un précédent travail {1] nous avons relaté nos observations 
sur la recherche du nicotinamide suivant Konno, qui permet de 
classer d’une part, M. luberculosis hominis et muris qui pro- 
duisent une grande quantité d’acide nicotinique et donnent une 
réaction qualitative positive, d’autre part, les autres espéces de 
Mycobactéries et des Nocardia qui produisent peu d’acide nicoti- 
nique avec une réaction négative ou douteuse. 

Virtanen [2], en comparaison avec d’autres méthodes, a fait une 
étude trés complete de Ja réduction des nitrates. Pour mettre en 
évidence les nitrites, lauteur utilise la méthode de Shinn [8}. 
L’épreuve quantitative montre que toutes les Mycobactéries sont 
susceplibles de réduire les nitrates mais A des degrés divers. 
Seules les souches possédant une forte activité réductrice réagissenlt 
positivement a la réaction qualitative. 

Sur 750 souches de bacilles tuberculeux humains, 742 sont for- 
tement posilives, 8 atypiques, de virulence atténuée semblable 
a celle du BCG sont négatives ; 


23 souches bovines.et 5 BCG sont négatives ; 


5 souches aviaires sur 12 sont positives, ainsi que 22 bacilles 
dits « atypiques », de groupe non précisé, sur 43. 


‘TECHNIOUE. 


La méthode préconisée avait été employée par Bratton et Marshall [4] 
pour le dosage des sulfamides. Les amines aromatiques donnent nais- 
sance en présence de NO,Na et d’HCl, & un chlorure de diazonium. 
Celui-ci peut étre copulé avec certains réactifs pour former un azoique 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 novembre 1960. 
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coloré. Dans la technique de Bratton et Marshall, ce réactif copu- 
Jant est le chorhydrate de N-(1-naphtyl)éthyléne-diamine. En France 
on utilise le chlorhydrate de naphtyl-diéthyl-propyléne-diamine ou 
réactif IV de Tréfouél [5]. 

Dans le cas présent on utilise la méthode pour doser les nitrites en 
présence de sulfanilamide. 

La réaction qualitative de Virtanen que nous employons consiste 
a introduire dans un tube 4 hémolyse contenant I goutte d’eau distillée 
pour faciliter le dépédt, une bonne anse de culture sur milieu de 
Jensen, soit 10 a 15 mg de bacilles. 

On verse dans les tubes 2 cm’ d’une solution M/100 de NO,Na en 
tampon phosphate M/45 4 pH 7 (NO,Na: 0,085 g ; PO,H,K: 0,117 g; 
PO,H Na,.12 H,O: 0,485 g; eau distillée : 100 cm’). 

Aprés deux heures d’incubation 4 1’étuve 4 37° on ajoute dans chaque 
tube I goutte d’HCl concentré, I gouttes d’une solution de sulfanil- 
amide & 0,2 p. 100, II gouttes de chlorhydrate de N.o-naphtyl-diéthyl- 
propylénediamine (Prolabo) 4 0,1 p. 100. Nous avons substitué ce der- 
nier réactif, aprés essai, au bichlorhydrate de N-(1-naphtyl)-éthyléne- 
diamine (BDH) utilisé par Virtanen. Cette derniére solution doit étre 
renouvelée toutes les semaines. 

Dans les réactions positives le liquide est rouge-violet intense ou pré- 
sente une coloration moyenne. Dans les réactions négatives le liquide 
reste incolore, ou l’on observe une légére teinte rosée. Tous les titrages 
doivent naturellement étre accompagnés de témoins. 


Observations. — Parfois la culture sur Jensen est pauvre, elle contient 
bien 10 mg de culture qu'il est évidemment impossible de prélever 
intégralement. On fait alors directement la réaction dans le tube qui 
est incubé en position couchée. Dans ce cas il ne faut tenir compte 
que des réactions positives. Dans les cultures en milieu liquide de 
Dubos ou de Youmans on introduit, pour 5 cm, II gouttes d’une 
solution 4 4,25 p. 100 de NO,Na et, aprés deux heures d’étuve, 
{II gouttes d’HCl et V gouttes des autres réactits. 

La réaction doit se pratiquer sur des cultures en pleine croissance. 
Pour les souches de bacille tuberculeux humain, l’intensité de la 
réaction diminue aprés un mois. 


RESULTATS. 


Mycobacterium tuberculosis. 


M. tuberculosis hominis. — 131 souches étudiées : 21 de collec- 
tion, d’origine parfois trés ancienne, dont deux classées comme 
avirulentes. 7 souches, relativement récentes, ont subi |’épreuve 
de virulence comparée lapin-cobaye. 103 souches isolées de 
Vhomme ont été pour la plupart éprouvées vis-a-vis des antibio- 
tiques, 70 sont INH-résistantes. 

Toutes ces souches réduisent fortement NO,Na. 


M. tuberculosis bovis. — 50 souches : 10 souches anciennes de 
collection, eugoniques, rugueuses ; 16 relativement récentes, viru- 
lentes pour Je lapin, lisses ou en phase intermédiaire, 24 dysgo- 
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niques lisses, négatives a l’épreuve du nicotinamide. Les souches 
dysgoniques sont cultivées sur Jensen contenant 0,3 p. 100 d’acide 
pyruvique ; 48 sont négatives, 2 fortement positives : les souches. 
de collection eugoniques rugueuses BB et LA. 


BCG. -— 8 souches. Les souches Paris et Moscou sont négatives, 
la souche Moreau donne une réaction moyenne, Les 5 souches 
d’origine humaine, isolées en France, sont négatives. 


M. tuberculosis muris. — 8 souches, négatives. 


M. tuberculosis avium. — 16 souches de collection : 13 sont 
négatives, 2 donnent une réaction de moyenne intensité, 1 réduit 
fortement les nitrates. 


Bacilles paratuberculeuzx. 


Nous conservons ce nom pour désigner toutes les Mycobactéries 
n’appartenant pas aux types ci-dessus, le terme « atypique » nous. 
paraissant équivoque. Nous adoptons par ailleurs la classification 
de Runyon pour les espéces indéterminées. 


M. johnei: 2 souches, négatives. 
M. ulcerans : 1 souche, négative. 
M. chelonei : 1 souche, négative. 


Photochromogénes (M. kansasit). 30 souches. 29 proviennent de 
collections diverses. Nous avons isolé la souche Aaron chez un 
homme considéré comme tuberculeux pulmonaire et guéri par le 
traitement habituel. C’est la seule Mycobactérie isolée, une seule 
fois, chez ce malade. 

29 souches réagissent fortement comme le bacille tuberculeux 
humain, la souche 0785 seule est négative. 


Scotochromogénes. 40 souches. 15 proviennent de collections 
étrangéres. De ces 15 souches, 12 sont négatives, 1 moyennement. 
positive, 2 douteuses. 

Pour nos 25 souches, 5 sont fortement positives, 2 moyennes, 
18 négatives. Soit au total 30 négatives, 2 douteuses, 3 positives. 
moyennes, 5 positives fortes. 


Non photochromogénes. 26 souches, dont 2 proviennent de l’exté- 
ricur et ne réduisent pas NO;,Na. Nos 24 souches se répartissent 
en 7 fortement positives, 5 moyennes, 3 douteuses, 9 négatives. 


A croissance rapide. 30 souches, 8 appartiennent a des espéces. 
déterminées. 
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2M. phlei, 3 M. fortuitum, 1 M. smegmatis, fortement positives, 
2 M. balnei négatives. 


Parmi les souches indéterminées, 19 sont fortement positives, 
1 moyenne, 2 négatives. 


Nocardia. 


Astéroides. 3 souches, 2 réduisent fortement les nitrates, la 
souche Douglas récemment isolée, trés virulente, reste négative. 

2 souches de N. brasiliensis et 3 N. pelletieri donnent une 
réaction forte. 1 N. rhodocrans est négative. 


DiscUSSION ET CONCLUSION. 


Les souches humaines se comportent dans l’épreuve de réduc- 
tion des nitrates d’une fagon homogéne ; la souche H37 Rv D, 
qui ne révéle pas d’acide nicotinique dans la réaction de Konno, 
est ici parfaitement positive. 

En ce qui concerne les souches bovines, négatives, les excep- 
tions concernent uniquement de vieilles souches de collection 
qui présentent d’autre part une réaction de Konno positive. Par 
contre, les deux souches Dupray S et Ravenel, positives au Konno, 
ne produisent pas de nitrites. 

Les souches de BCG sont de vieilles souches bovines, la souche 
Moscou négative produit une quantité assez appréciable de nico- 
tinamide, tandis que la souche Moreau, Konno négative, réduit 
d’une fagon moyenne les nitrates. 

Du point de vue pratique, il est intéressant de constater que le 
BCG-Paris et les souches isolées chez homme sont négatives, 
ce qui facilite l’indentification. D’ores et déja, nous associons 
4a Vinoculation au cobaye l’épreuve de réduction des nitrates, 
la réaction de Konno et le titrage de la sensibilité 4 hydrazide 
de l’acide thiophéne-2-carboxylique (TCH) [6]. 

Le bacille de Wells, que nous rapprochions du bacille humain 
pour sa forte teneur en acide nicotinique, s’en différencie par son 
incapacité a réduire les nitrates. 

En ce qui concerne les bacilles aviaires, qui ne se distinguent 
des paratuberculeux non photochromogénes que par leur pouvoir 
pathogéne pour les oiseaux, ils se rapprochent, en effet, de ce 
groupe dans la réduction des nitrates. Cependant, nous avons 
observé moins de souches positives que Virtanen : 3 souches 
positives sur 13, contre 5 positives sur 12. 

La réaction des Mycobactéries photochromogénes est remar- 
quable. Elles manifestent la méme aptitude que le bacille tuber- 
culeux humain a produire NO,Na. C’est un élément de plus 
pour considérer ce groupe comme une espéce. La souche néga- 
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tive O 735, sensible a la streptomycine et aux sulfones (Ff. Grum- 
bach), est A proprement parler, une souche « atypique » atypique. 


Dans l’ensemble, les paratuberculeux scotochromogénes rédui- 
sent peu les nitrates : 7 positifs sur 38. La proportion des souches 
réductrices est plus élevée dans le groupe non photochromogenes : 


Les bacilles a croissance rapide sont généralement trés posi- 
tifs : 26 sur 32. Les deux souches indéterminées négatives sont 
pigmentées en rouge et se rapprochent de N. rhodocrans. M. bal- 
nei est une espéce a la fois a développement rapide et, semble- 
t-il, photochromogéne, mais sensible 4 la kanamycine et aux 
sulfones (F. Grumbach), 

Les Nocardia pathogénes sont en général fortement réducteurs, 
1 seule souche saprophyle est négative. 

On voit que la réaction de Virtanen donne des résultats trés 
nuancés. D’une part, les Mycobactéries réductrices : M. tuber- 
culosis hominis, M. kansasti, dont se rapprochent les Nocardia 
pathogénes, d’autre part les Mycobactéries, non réductrices 
M. tuberculosis bovis et muris, M. balnei, johnei ulcerans et 
chelonet, et peut-étre les Nocardia saporphytes. Entre ces deux 
groupes, le bacille aviaire, les paratuberculeux scotochromogénes 
et non photochromogénes. 

La méthode de réduction des nitrates est d’une technique ~ 
simple, facile a hre, ne nécessite que peu de germes. Elle 
vérifie et compléte Ja méthode de recherche de l’acide nicoti- 
nique. Ces deux réactions doivent étre utilisées simultanément, 
elles n’exigent en fait qu’un seul tube de Jensen pourvu que la 
culture soil assez riche et Agée d’un mois, 


RéesuME. 


La méthode d identification des Mycobactéries par la réduc- 
tion des nitrates selon Virtanen est d’une technique simple, 
facile a mettre en ceuvre dans tous les laboratoires. Nos observa- 
tion confirment les recherches de l’auteur. 

131 souches de bacilles tuberculeux humains sont toutes for- 
tement positive ainsi que 29 souches sur 30 de paratuberculeux 
photochromogénes (M. kansasait) et la plupart des Mycobactéries 
a croissance rapide et des Nocardia pathogénes. Sont négatives 
48 souches de bacilles tuberculeux bovins sur 50 et le BCG- 
Paris, 3 souches de bacilles de Wells, 2 M. johnei, 1 M. ulcerans, 
2M. balneit, 1 M. chelonei, 1 N. rhodocrans. 

Entre ces deux groupes, 18 souches de bacille tuberculeux 
aviaire sur 16 sont négatives, 30 bacilles paratuberculeux scoto- 
chromogénes sont négatifs, 8 positifs, 2 douteux. Sur 26 para- 


tuberculeux non photochromogénes, 12 sont positifs, 11 négatifs, 
3 douteux. 
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Ces résultats nuancés vérifient et complétent ceux qui sont 
fournis par le recherche de J’acide nicotinique (Konno) suivant 
une technique déja décrite. Ces deux méthodes, ne nécessitant 
a elles deux qu’un seul tube de culture, doivent étre constamment 
associées. 


SUMMARY 


IDENTIFICATION oF MYCOBACTERIA BY MEANS OF NITRATE REDUCTION. 


The identification of Mycobacteria by means of nitrate reduc- 
tion following Virtanen is easy to carry out in any laboratory. 
The author’s experiments confirm Virtanen’s findings. 

The reaction yielded positive results with 131 strains of 
human tubercle bacilli, 29 strains (out of 30) of photochromo- 
geneous paratubercle bacilli (M. kansaii), and most of rapidly 
growing Mycobacteria and pathogenic Nocardia. 

Negative results were obtained with 48 (out of 50) bovine 
tubercle bacilli and the strain BCG-Paris, 5 strains of Wells’ 
bacillus, 2 M. johnei, 1 M. ulcerans, 2 M. balnei, 1 M. chelonei, 
1 N. rhodocrans. 

Between these two groups, 18 strains of avian tubercle bacilli 
out of 16 are negative, 30 strains of scotochromogencous para- 
tubercle bacilli are negative, 8 are positive, 2 doubtful. Out of 
26 non photochromogeneous paratubercle bacilli, 12 are positive, 
11 negative, 3 doubtful. 

These results confirm and complete those obtained by means 
of nicotinic acid detection (Konno) according to an already des- 
cribed technique. These two methods require only one culture 
tube and should always be associated. 
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TUMEURS SPONTANEES 
SUR RACINES DE LEGUMINEUSES STERILES 


LEUR SIGNIFICATION POSSIBLE DANS LA SYMBIOSE A RHIZOBIUM 


par Ch. BONNIER (*) (**) (***). 


(Laboratoire de Microbiologie, Institut Agronomique de Gemblour, 
Belgique) 


INTRODUCTION. 


Les essais et observations effectués jusqu’icl] nous ont amené 
a la conclusion suivante en ce qui concerne Ja spécificité des 
Rhizobium vis-a-vis de leurs hdtes légumineuses : les diverses 
souches de Rhizobium forment un groupe de bactéries possédant 
des caractéres communs et capables, a la suite d’un processus 
d’adaptation, de vivre en symbiose dans les nodosités des légu- 
mineuses en fixant éventuellement l’azote atmosphérique. 

Ce phénoméne d’adaptation (le mot étant pris dans son sens le 
plus large) correspond bien a la réalité; il est démontré non 
seulement par des observations empiriques effectuées par des 
praticiens depuis longtemps, mais encore par des essais rigou- 
reux de semis successifs notamment [4, 2], de greffes interspé- 
cifiques {8} et intergénériques [4]. 

Si l’on définit la nodosité radiculaire des légumineuses comme 
une excroissance ot vivent des bactéries du type Rhizobium, et 
formée le plus souvent 4 partir d’un primordium de racine 
secondaire évoluant en nodosité plutét qu’en racine (c’est la seule 
définition qui comprenne toutes les observations), on s’apercoit 
trés vite que, méme pour une espéce légumineuse déterminée, 
Paspect extérieur des nodosités, leur morphologie, peuvent varier 
dans de grandes proportions. On connait, pour les Medicago 
par exemple, non seulement des nodules « ineffectifs », de dimen- 
sions trés petites, et des nodules actifs de 2 4 8 mm de longueur 


(*) Associé du Fonds National de la Recherche Scientifique. 

(**) Recherches effectuées sous les auspices du Centre Interuniver- 
sitaire pour l’Etude de Ja Croissance normale et pathologique. 

(***) Manuscrit regu le 8 novembre 1960. 
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en moyenne, mais encore des formes nodulaires digitées, en 
véritables grappes, en amas qui peuvent atteindre plus de 20 mm 
de longueur et qui sont altachées a Ja racine par un seul « pédon- 
cule ». 

Au cours de multiples prospections effectuées en région équa- 
toriale [5], nous avons eu l’occasion de rencontrer sur diverses 
espéces des formes caractéristiques, fort variables, d’un aspect 
tourmenté, distinctes des nodosités telles qu’elles sont le plus 
souvent reconnues. On en trouve en assez grand nombre sur les 
racines de Desmodium adscendens, de Mimosa invisa, de Puera- 
ria javanica, de Phaseolus angularis, et surtout sur Canavalia 
ensiformis, bien souvent sur des racines portant également des 
nodosités normales. Ces excroissances sont souvent constituées 
par des gonflements de la racine, tout a fait typiques, Fait signi- 
ficatif, nous avons pu, dans nombre de cas, isoler de ces excrois- 
sances, aprés un sévére traitement de désinfection externe, des 
souches bactériennes macroscopiquement et microscopiquement 
indifférenciables des Rhizobium. Elles présentent notamment de 
nombreuses formes en Y, en X, et en T, si caractéristiques des 
bactéries de la famille des Rhizobiaceae. Ces néoformations ne 
peuvent étre des nodosités normales en cours de développement ; 
la distinction est en effet trés aisée pour un observateur averti. 
Elles différent essentiellement des nodosités jeunes dont il est 
aisé de suivre le développement ultéricur. I] ne peut s’agir non 
plus, ni de faux nodules semblables 4 ceux signalés par Allen [6} 
et par nous-mémes sur Arachis [7] et dont aucun organisme ne 
peut étre isolé, ni de galles a nématodes, trés fréquentes sous 
les tropiques mais aisément identifiables. 

A la suite de ces observations et des résultats obtenus lors 
d’essais d’adaptation [7], nous avons formulé l’hypothése que 
ces nodosités anormales constituaient des formes intermé- 
diaires [8], témoins d’un processus d’adaptation de souches 
quelconques de Rhizobium a une légumineuse donnée. 

Ces formes intermédiaires de nodosités, telles que nous les 
concevions dans cette hypothése, étaient dues, pensions-nous, 
& Vinvasion d’une légumineuse-héte par des souches de Rhizo- 
bium autochtones, non spécifiques, telles qu’elles résultaient 
d’activités symbiotiques diverses, antérieures au semis. Or, s’il 
est évident qu’un Rhizobium spécifique, adapté a une légumi- 
neuse déterminée, provoque sur les racines de celle-ci la formation 
de nodosités normales, les nouveaux essais que nous allons 
décrire apportent une donnée nouvelle : des excroissances radi- 
culaires, d’aspect parfois identique aux nodosités a Rhizobium 
mais le plus souvent de forme plus irréguliére et de dimensions 
plus grandes, peuvent se former sur les racines de légumineuses 
cultivées aseptiquement, en l’absence de toute bactérie. De plus, 
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jusqu’a présent tout au moins, nous n’avons observé ces neéo- 
formations que sur racines de légumineuses, a l’exclusion des 
espéces non-légumineuses introduites dans les expériences. 


MATERIEL ET METHODE. 


Dans le cadre des recherches effectuées sur la spécificité du 
Rhizobium et sur les relations de cette bactérie avec Agrobac- 
terium lumefaciens, agent des tumeurs « crown-gall», nous 
avons réalisé plusieurs milliers de cultures aseptiques de plan- 
tules stériles. Des Medicago sativa, des Trifolium pratense, des 
Vicia villosa, des Soja hispida, des Pisum sativum, des Phaseolus 
vulgaris, des Arachis hypogaea, des Pueraria javanica, pour ne 
citer que les légumineuses, ont été élevés en tubes a essais, de 
dimensions variables suivant l’espéce considérée (dans tous les 
eas, une plantule par tube). La technique utilisée pour la désin- 
fection des graines, la mise en germination et la vérification de 
leur stérilité a été décrite précédemment [9]. Le milieu minéral 
eélosé of se développaient les plantules a une composition iden- 
tique a celle du milieu de Nicol et Thornton [40], mais contenait 
en plus 200 mg par litre de KNO,. Dans les conditions ott nous 
travaillons, cette faible dose semble en effet, d’aprés Brakel [44], 
favoriser ]a nodulation des légumineuses a petites graines. 

En variantes, le méme milieu minéral, non gélosé, a été utilisé. 
Dans ce dernier cas, la plantule était installée sur un support 
constitué par un papier-filtre enroulé, dont la partie supérieure 
émergeait du substrat liquide. Dans d’autres cas enfin, le milieu 
minéral était remplacé par un mélange, en parties égales, de 
terre assez riche en mati¢re organique et de vermiculite. Dans 
tous les essais, le milieu était stérilisé a l’autoclave ; trois pas- 
sages d’une heure a 120° C, effectués 4 intervalles de vingt-quatre 
heures, étaient nécessaires pour stériliser les tubes contenant la 
terre. Les légumineuses a grosses graines étaient, dés le début 
de la germination, privées de la plus grande partie possible de 
leurs cotylédons. Avec Brouwers [42], nous avons démontré que 
cette mutilation était indispensable, lors de cultures en tubes de 
verre, pour élever le rapport C/N dans la plante et permettre ainsi 
la nodulation. 

Des groupes des diverses ]égumineuses utilisées ont été ainsi 
cultivés, soit comme témoins non inoculés, soit aprés inoculation 
au moyen de 1/2 cm’ d’une suspension aqueuse de diverses 
souches de Rhizobium non spécifiques de notre collection ou de 
la souche t.6 d’Agrobacterium tumefaciens du _laboratoire. 

Le nombre de répétitions dans chacun des tests variait de 100 
a 200. Plus de 10000 plantules légumineuses ont pu ainsi étre 
examinées. 
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Par la suite, et en raison des résultats obtenus, nous avons 
introduit dans les expériences, dans les mémes conditions de 
culture et avec autant de répétitions, des espéces non légumi- 
neuses dont : Linum usitatissimum, Cannabis sativa, Beta vul- 
garis, Panicum miliaceum, Sinapis alba, Brassica napus var. 
oleifera, toutes choisies en fonction des possibilités de désinfection 
de leurs semences. 


RESULTATS. 


Nous avons observé sur Trifolium pratense, sur Vicia villosa, 
et surtout sur Medicago sativa des excroissances radiculaires 
de formes variables, méme dans les tubes ot ces plantules étaient 
maintenues non inoculées, en conditions parfaitement stériles. 

Ces excroissances ne se forment jamais, dans les conditions 
oti nous travaillons, avant 30 jours au moins. Aprés deux et 
trois mois de culture, de nouvelles excroissances radiculaires 
apparaissent sur des plantes indemnes jusque-la. 


Le pourcentage total de plantes portant des tumeurs est 
variable : d’environ 5 p. 100 en général, il peut atteindre 
10 p. 100 pour certaines espéces et selon les conditions du milieu. 
Medicago sativa qui, dans nos essais, constitue lespéce réagissant 
le plus nettement, forme des proliférations radiculaires que 1’on 
pourrait classer en trois types 


1° Des amas digités, assez semblables au point de vue mor- 
phologie aux nodules 4 Rhizobium en grappes, bien connus, tels 
qu’on peut les observer dans la nature. Ces amas, plus ou moins 
circulaires et constitués de « doigts » assez rapprochés, peuvent 
atteindre dans certains cas un diamétre de 10 mm. 

On peut en obtenir un ou plusieurs par systéme radiculaire 
observé, La couleur de ces formations est jaunatre et leur surface 
est lisse. 


2° Des excroissances en collier, d’un blanc neigeux, le plus 
souvent situées sur la racine principale, en nombre relativement 
élevé. Il est rare d’observer un systéme radiculaire ne portant 
qu'une seule de ces formations. Les dimensions de celles-ci dépas- 
sent rarement 3 mm. Elles apparaissent donc nettement différentes 
des premieres. 

3° Des « nodules » assez petits, extérieurement indifféren- 
ciables des nodosités typiques a Rhizobium et répartis en un, 
deux ou trois exemplaires sur les racines secondaires, ce qu, 
& nouveau, les rapproche trés nettement des formations symbio- 
tiques habituelles. 

Sur milieu minéral gélosé on peut rencontrer les trois types 
d’excroissances. En milieu liquide, les racines immergées ne 
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portent que des formations du second type, en colhers blanc 
neigeux, tandis que les grappes ne s’observent que sur la partie 
radiculaire située au-dessus du niveau du milieu liquide. Enfin, 


Fieels Fie. 2. 


Me, 1. — Plantule de Medicago, extraite de son tube de culture, portant sur une 
racine une tumeur spontanée, en amas digité, du type décrit au paragraphe 1° 
ci-dessus. 

Fic. 2. — Tumeurs spontanées, en colliers d’un blanc neigeux, sur la racine 
principale d’une plantule de Medicago. 


en tubes contenant de la terre comme substrat, on trouve des 
formes en grappes ou semblables aux nodules vrais, et rarement 
des formes en colher. 
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La description qui précéde vaut surtout pour les Medicago. 
Sur Trifolium et Vicia, nous n’avons observé que des formes 
extérieurement semblables aux nodules a Rhizobium caracté- 
ristiques de ces espéces, avec un taux de réactions plus faible 
et aprés un temps plus long que dans le cas de Medicago. 


Trois observations paralléles méritent d’étre signalées 


A) En dehors de ces nombreuses plantules cultivées aseptique- 
ment et non imoculées, nous avons, exactement de la méme facon 
et sur les trois substrats, cultivé les mémes espéces en les ino- 
culant de la maniére habituelle avec des souches de Rhizobium 
non spécifiques ainsi qu’avec une souche d’Agrobacterium tume- 
faciens. L’obtention de néoformations radiculaires, aprés le 
méme temps est exactement semblable 4 ce qui a été observé 
en conditions stériles. De plus, le pourcentage de réactions 
n’est pas supérieur. Mais un fait, a notre avis remarquable, est 
ici a signaler. 

Dans de nombreux cas, les Rhizobium ou les Agrobacterium 
tumefaciens inoculés se retrouvent, aprés un sévére traitement 
de désinfection externe, Aa l’intérieur des excroissances radicu- 
laires obtenues. De méme, si l’inoculation s’effectue avec une 
souche de Rhizobium, spécifique ou non, ou avec la souche 
d’Agrobacterium tumefaciens, aprés l’obtention d’excroissances 
stériles, la bactérie se retrouve également, au bout d’un certain 
temps, a l’intérieur de celles-ci. Dans le cas d’une inoculation 
avec Rhizobium spécifique, de nouveaux nodules, normaux ceux- 
ci, se forment en supplément. 

Si, dés le début de l’expérience, des plantules sont inoculées, 
non plus avec une souche non spécifique mais avec une suspen- 
sion contenant en mélange une dizaine de ces souches non spéci- 
fiques, le pourcentage de réactions s’éléve trés nettement, pour 
atteindre, aprés soixante jours, 40 p. 100 par exemple. Notons 
que la quantité totale de bactéries inoculées est cependant sen- 
siblement la méme dans les deux cas. Nous détaillerons ultérieu- 
rement ce phénomeéne. 


B) Des plantules de Medicago sativa, cultivées sur le méme 
milieu liquide et inoculées avec une souche spécifique de Rhizo- 
bium, souche 1,5 de référence, ont formé des nodosités « effec- 
tives » (le développement de la plantule en témoigne), bourrées 
de Rhizobium, nodosités absolument indifférenciables, au point 
de vue morphologie, des formations blanc neigeux en collier du 
type 2, telles qu’elles peuvent étre oblenues en conditions stériles. 


C) Au cours d’essais sur l’écologie des Rhizobium, nous avons 
cultivé des Medicago sativa en tubes & essais, garnis de sols 
de diverses origines, prélevés aseptiquement et non stérilisés. 
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Sur les sols dépourvus de Rhizobium spécifique de Medicago, 
nous avons obtenu, dans certains cas et aprés trente jours au 
moins, des formations radiculaires anormales, semblables aux 
formes décrites plus haut, a partir desquelles nous avons pu, 
chaque fois, isoler des souches bactériennes indifférenciables 
des Rhizobium. Ces diverses souches, inoculées en conditions 
aseptiques cette fois, provoquent la formation, assez réguliére, 
de nodosités « ineffectives » sur la légumineuse considérée. 

En raison de l’intérét de ces observations sur l’aptitude des 
légumineuses a former des excroissances radiculaires en condi- 
tions stériles, nous avons voulu connaitre le comportement 
d’espéces non légumineuses. 

Exactement dans les mémes conditions, et avec un aussi grand 
nombre de répétitions, nous avons cultivé des Linum, des Can- 
nabis, des Beta, des Panicum, des Sinapis, des Brassica. Dans 
aucun cas, méme aprés plusieurs mois de culture, nous n’avons 
obtenu de réactions similaires. 

Dans l'état actuel de nos essais, nous constatons que seules 
des légumineuses manifestent cette propriété. Les seules réac- 
tions obtenues avec des non légumineuses ont été observées en 
conditions non stériles, aprés inoculation au moyen de la souche 
d’Agrobacterium tumefaciens, qui provoque parfois, sans bles- 
sure préalable, une tumeur « crown-gall » sur racines [43]. 


Discussion. 


Les essais que nous venons de rapporter méritent sans aucun 
doute quelques commentaires. I] apparait que des légumineuses, 
et elles seules semble-t-il, peuvent, en bonnes conditions de 
température et d’humidité, former sur leurs racines des excrois- 
sances de formes variables, en milieu parfaitement aseplique, 
en l’absence de toute bactérie. Des formations analogues s’obser- 
vent dans la nature ; nous en avons analysé certaines en milieu 
équatorial [5] ainsi que sur des sols locaux dépourvus de Rhizo- 
bium spécifique. 

Dans une revue assez récente [44], P. Manil pose la question 
suivante : « Comment pouvons-nous expliquer la compatibilité 
entre des microorganismes parliculiers et une famille botani- 
que ?» En d’autres termes, pourquoi les léguminueses, et elles 
seules, sont-elles colonisées par le Rhizobium ? On peut répondre 
que les légumineuses auraient une prédisposition toute particu- 
liére A former des tumeurs au point d’émergence des racines 
secondaires. Elles pourraient par la donner a la bactérie l’occa- 
sion de s’installer sur leur systéme radiculaire. Les bactéries 
lrouveraient, & Yorigine, dans ces excroissances un milieu parti- 
culiérement propice a leur développement et a leur évolution. 
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Il est remarquable en effet, que les formations que nous avons 
observées peuvent étre colonisées par le Rhizobium ou 1’ Agro- 
bacterium tumefaciens ; en effet, dans le cas des excroissances 
stériles obtenues artificiellement, une inoculation postérieure 
permet de retrouver les bactéries a ’intérieur tandis que, dans 
la nature, les formations recueillies sont toujours colonisées par 
des bactéries macroscopiquement et microscopiquement sem- 
blables au Rhizobium et a VAgrobacterium tumefaciens. A la 
suite des observations effectuées dans la nature, nous pensions [5] 
que ces excroissances étaient provoquées par des souches de 
Rhizobium non spécifiques. Nous pouvons affirmer actuellement 
que ces néoformations peuvent naitre indépendamment du Rhi- 
zobium, mais que la bactérie s’y installe, qu’elle soit spécifique 
ou non. 

Nous pensons avoir observé ainsi la premiére manifestation 
du phénomeéne, difficile 4 contester, de l’adaptation des souches 
non spécifiques de Rhizobium & une légumineuse donnée. S’il est 
certain qu’une souche de IRhizobium garde le « souvenir » de 
son héte précédent, on est en droit de se demander comment. 
De nombreux essais de transmission de certaines propriétés 
d’une souche bactérienne a une autre ont été effectués avec 
succés grace a l'utilisation d’acide désoxyribonucléique extrait 
des cellules de l’une de ces bactéries ; notamment pour rendre 
tumorigéne une souche de Rhizobium cultivée en présence d’ ADN 
d’Agrobacterium tumefaciens (Klein et Klein [45]) ou pour rendre 
spécifique une souche de Rhizobium non spécifique, cultivée en 
présence d’ADN de Rhizobium spécifique (Balassa [46, 47)). 

Dans le cas qui nous occupe, ne peut-on penser que des 
échanges comparables sont possibles, directement de la plante- 
héte a la bactérie ? Des cellules en multiplication de ’héte peuvent 
en effet entrer en contact intime avec la bactérie non spécifique. 
On peut concevoir que des échanges s’effectuent a ce niveau, d’ou 
peuvent résulter, a la suite de processus encore inconnus, la capa- 
cité pour la bactérie de provoquer la symbiose fixatrice d’azote, 
telle que nous la connaissons. Nous pouvons citer ici Bawden [48] : 
« Les fungi et les bactéries pathogénes entrent en contact tellement 
intime avec leurs hétes qu’il doit exister beaucoup de possibilités 
d’échanges de composés cellulaires 4 partir desquels des maladies 
4 virus pourraient se développer ». Il est par ailleurs remarquable 
que Bawden choisit précisément comme exemple Agrobacterium 
tumefaciens. 

Aussi notre nouvelle hypothése de travail, point de départ des 
essais futurs, pourrait se résumer actuellement comme suit : une 
souche quelconque de Rhizobium, non spécifique d’une légumi- 
neuse donnée, s’adapterait a celle-ci par lintermédiaire des 
excroissances spontanées qui peuvent se former sur les racines 
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des légumineuses ; la multiplication de la bactérie, au contact 
intime de composants cellulaires de Phdte, provoquerait un chan- 
gement dans ses propriétés symbiotiques et la rendrait capable 
d’établir une symbiose active sur la légumineuse considérée. Un 
Rhizobium « non spécifique » par contact in situ avec des consti- 
tuants cellulaires frais de ’hote pourrait donner naissance & une 
souche de Rhizobium possédant dans ses constituants cellulaires 
un ou des éléments captés A une cellule de Vhéte, élément qui 
serait reproduit au cours de la multiplication ultérieure de la 
bactérie, soit en milieu artificiel au laboratoire, soit dans la nodo- 
sité qui se constitue a partir des cellules végétales blessées. 

Insistons sur le fait que, au stade actuel, il ne s’agit que d’une 
hypothése de travail. L’étude anatomique des excroissances sera 
réalisée. Des réisolements 4 partir d’excroissances, déja effectués, 
seront multipliés et les souches obtenues seront inoculées et réiso- 
lées en une série de passages successifs; leur évolution sera 
ainsi soigneusement observée. 


RESUME. 


L’auteur a observé que des légumineuses, et elles seules dans le 
cadre des essais effectués jusqu’ici, peuvent former des excrois- 
sances radiculaires spontanées, en conditions parfaitement stériles. 
Une inoculation postérieure d’un Rhizobium quelconque ou d’un 
Agrobacterium tumefaciens permet de retrouver la_ bactérie 
a Vintérieur de ces excroissances. Ce phénoméne constituerait, 
selon l’auteur, la premiére manifestation du processus d’adapta- 
tion de souches quelconques de Rhizobium a une légumineuse 
donnée, 

L’auteur envisage que des échanges de constituants cellulaires 
entre bactérie et plante-héte, A la suite d’un contact intime, 
puissent transformer une bactérie non spécifique. 

L’adaptation des Rhizobium a leurs hétes légumineuses apparait 
en effet comme un phénoméne difficile 4 contester. 


SUMMARY 


SPONTANEOUS TUMORS ON THE ROOTS OF GERM-FREE Leguminosae. 
THEIR POSSIBLE SIGNIFICANCE 
INTHE Rhizobium-Leguminosae syMBIosis. 


The experiments show that roots of Leguminosae may form 
spontaneous outgrows in germ-free conditions. This phenomenon 
was observed only in the Leguminosae family. Any species of 
Rhizobium or of Agrobacterium tumefaciens inoculated into the 
tubes a posteriori multiplies within the tumors. The author inter- 
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prets this phenomenon as being the first symptom of the adapta- 
tion process of a non specific strain to a given Leguminosa. 
The author suggests that an exchange of cellular constituents 
following a narrow contact between bacterium and host plant 
might transform a non specific bacterium. 
The adaptation of Rhizobium species to their hosts seems to 
be an unquestionable phenomenon. 
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ETUDE DU POUVOIR BACTERIOSTATIQUE 
ET BACTERICIDE DE QUELQUES COMPOSES 
VIS-A-VIS D’UNE SOUCHE PURE 
DE BACTERIES SULFATO-REDUCTRICES 


par E. LAGARDE (*) 


(C. N. R. S., Centre de Recherches Scientifiques Industrielles 
et Maritimes, Marseille) 


Parmi les étres vivants qui, par leurs activités biologiques, 
peuvent avoir sur l’économie une incidence importante, les bac- 
téries réductrices des sulfates occupent une place de premier plan. 

Découverts par Beijerinck en 1895 [4], ces microorganismes 
jouent en effet un réle déterminant dans les processus de corro- 
sion anaérobie du fer et des métaux ferreux, type de corrosion 
analysé par von Wolzogen-Kuhr et Van der Vlugt [2]. Ce réle, 
longtemps méconnu, est maintenant admis par tous, et l’industrie 
du pétrole, ainsi que l’ont signalé Davis et Updegraff [8], puis 
Beerstecher [4], a particuliégrement 4 redouter les dommages pro- 
voqués par ces germes. En effet, une revue statistique de 
Wessel [5] révéle qu’aux Etats-Unis les dégats provoqués par la 
corrosion s’élévent chaque année 45 a 6 milliards de dollars. 

De nombreux auteurs ont montré la présence de bactéries sul- 
fato-réductrices dans les sols, les eaux douces et salées, les sédi- 
ments marins et, de ce fait, rares sont les installations qui 
échappent a leurs dommages. Les produits destinés aA inhiber 
leur prolifération ont done fait et font encore l’objet de maintes 
études ; Chevalet [6] avait utilisé des phénols, Drummond et 
Postgate [7] des chromates, mais ces produits présentent des 
inconvénients qui limitent leur utilisation. Plus efficaces sont la 
formaldéhyde, utilisée par Kusnezova et coll. [8], et certains 
ammoniums quaternaires étudiés par Allred [9]. 


En contribution A ces travaux, nous avons récemment déterminé 
les pouvoirs bactériostatique et bactéricide de divers composés 


(*) Manuscrit recu le 25 novembre 1960. 
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plus spécialement destinés a la lutte contre la corrosion biolo- 
gique des installations pétroliéres (1). 


Propulits £PROUVES. 


1° Alkyl-amino-propyléne-amine (produit actif : 70 p. 100) : 
R — NH — CH, — CH, — CH, — NH, 


R étant une chaine aliphatique avec 14 A 18 atomes de C. Ce 
produit comporte en oulre un émulsifiant cationique oxyéthylé. 


2° Acétate d’amines primaires du coprah (produit actif 
100%. 100) 
CH On,),)— NH 0200. CH 


3° Chlorure de diméthyl-benzyl-lauryl-ammonium, en solution 
a 85 p. 100 dans l’isopropanol (produit actif : 85 p. 100) : 


R CIT. 
Nae cl 
aN 

CoH;CHo CH; 


4° Chlorure de diméthyl-di-coprah-ammonium, en solution Aa 
75 p. 100 dans l’isopropanol (produit actif : 75 p. 100) : 
ee Tae 
CH3(CH,) 14 ; CH, 
5° Oxyde de lauryl-diméthyl-amine (produit actif : 50 p. 100) : 
CH3(CH)41 Om 


CH CH; 
ou, sous sa forme hydratée : 


CH3(CH)44 OH ]+ 
aN | ~ 
DK OH 


CH, CH 
6° Amino-sel, du type alkyl-amino-propionate de soude, la 
chaine alkyl dérivant des acides gras du coprah (produit actif : 
ops, LOO): 
7° Amino-sel, du type alkyl-amino-acétate de soude, la chaine 
alkyl dérivant des acides gras du coprah (produit actif : 100 p. 100) : 
R — NH — CH, — COO Na 


(1) Nous remercions vivement la Société « Prochinor », qui a bien 
voulu nous confier ces essais. 
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8° Chlorure de stéaryl-dipolyglycol-benzyl-ammonium (produit 
acti “100%p/ 100)e 
CHACHaa (CH, — CH, — 0), — CH, = C808] + 
bsseeat J 
CyHLCH, CH, — €H,— 0 cH, — GHLOn 


9° Mélange & 50/50 des composés 3 et 4. 
10° Mélange & 50/50 des composés 3 et 2 
11° Mélange a 50/50 des composés 3 et 6. 


ee Complexe d alate amino-propionate de cuivre (produit actif : 
5 p. 100 : cuivre, 3,4 p. 100) : 


CoH(9n+4) NH (CHy)2 coo — ia coo — (CHy)2 = Fa = CnH(on44) 
| | 


13° Complexe de lauryl-amine-acétate de cuivre (produit actif : 
100 p. LOO) ;“euivre:: 7p. WoO * 


Cy9H95 — Pa Sa . = me — CyoHo5 


14° Formaldéhyde en solution aqueuse a 40 p. 100. 


A partir de ces composés, on a réalisé une solution de base (ou 
une dispersion selon les produits) 4 1000 ppm, cette solution 
a été ensuite diluée de fagon convenable pour les essais. 


SOUCHE ET MILIEU DE CULTURE. 


Nous avons utilisé pour ces essais une souche pure de Sporo- 
vibrio (ou Desulfovibrio) desulfuricans, isolée en 1958 d’un forage 
pétrolier (les caractéres morphologiques, physiologiques et bio- 
chimiques de cette souche bactérienne feront l’objet d’une com- 
munication ultérieure). Cette souche a été isolée sur milieu de 
Starkey [40], puis réguligrement entretenue sur une variante du 
milieu préconisé par Allred [44], de composition suivante : 
K,H PO, : 0,002 g; lactate de soude a 60 p. 100: 3 g; Yeast 
extract Difco : 0, 20 g; acide ascorbique : 0,20 g ; MgSo, 7H,O: 
0,40 g; NaCl:2¢; “sel de Mohr : 0,02 g; eau distillée : 200 ml. 
le pH final est amené 4 7,2 par quelques gouttes de NaOH, N/10. 
Le milieu est stérilisé trente minutes a 112° C. La solution de sel 
de Mohr, stérilisée 4 part par filtration, est ajoutée apres refroi- 
dissement. 

Nous avons utilisé ce milieu pour les essais de pouvoir bactério- 
statique. Pour la détermination du pouvoir bactéricide, le milieu 
a été solidifié par adjonction de 14 ¢ p. 1 000 d’agar. 
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‘TECHNIQUES. 


a) Pouvoir bactériostatique. — Les méthodes utilisées pour la mise 
en évidence du pouvoir bactériostatique consistent A mettre en pré- 
sence une quantité fixe de culture bactérienne pure et des dilutions 
variables des produits & éprouver : [44, 12, 13]. On observe ainsi les 
seuils d’inhibition, autrement dit la concentration minima suffisante 
du produit arrélant la prolifération, ou tout au moins la division 
bactérienne. 


Nous avons, lors de cette étude, employé la méthode préconisée par 
Allred [44]. L’inoculum (10 ml de culture pour 1 litre de milieu), 
est obtenu a partir d’une culture de vingt-quatre heures de la souche 
citée plus haut. Les divers produits sont répartis dans des flacons sté- 
riles de 60 ml, avec bouchon 4 vis, de facgon a réaliser des concentrations 
finales en antiseptique de 5 4 100 ppm. Les flacons sont alors remplis 
complétement avec le milieu ensemencé et incubés a 87°. Les travaux 
ont été exécutés en double avec 3 flacons par concentration et par pro- 
duit. Les examens quotidiens ont été poursuivis pendant trente jours 
aprés noircissement des témoins, ces derniers étant constitués par 
des flacons contenant seulement le milieu ensemencé, en l’absence 


d’antiseptique. 


b) Pouvoir bactéricide. — Le principe de l'étude du pouvoir bacté- 
ricide est trés différent. Il consiste en effet, &4 mettre en présence un 
nombre connu de cellules bactériennes et une quantité fixe du produit 
a étudier (ici 5 ppm), pendant des temps variables (soit quinze minutes, 
trente minutes, une heure), puis des aliquotes sont prélevées et mises 
en culture. On compte alors le nombre de cellules survivantes, par 
rapport & des témoins, chaque colonie étant supposée naitre d’une 
cellule unique. 

Le milieu, réparti en tubes de 8 x 200 mm, est stérilisé, puis placé 
dés la sortie de l’autoclave dans un bain-marie thermostatique A 44°, 
afin de maintenir la gélose en surfusion. On ajoute alors stérilément 
a chaque tube, 2 gouttes de la solution de sel de Mohr. Nous avons 
préalablement réalisé une dilution convenable de culture de vingt- 
quatre heures de la souche citée, susceptible de fournir 60 colonies. 
en moyenne par tube de milieu gélosé. Des inoculums de cette dilu- 
tion sont mis en présence d’une solution 4 5 ppm des divers produits, 
puis ensemencés aprés quinze minutes, trente minutes, une heure de 
contact, l’inoculum étant réparti dans le milieu par 3 retournements 
successifs des tubes. Ces derniers sont finalement refroidis brusque- 
ment par immersion dans de l’eau. On répartit alors dans chaque 
tube une épaisse couche de gélose stérile, pour maintenir les conditions 
d’anaérobiose et éviter le dessiccation du milieu. 


Au bout de soixante-douze heures en moyenne d’incubation 4 32°, 
apparaissent au sein des tubes des colonies de Sporovibrio desulfuricans 
qu’il est aisé de compter. Le nombre de colonies par rapport aux 
témoins, permet de calculer le pourcentage de cellules survivantes. 
Les expériences ont été faites en double, avec, pour chaque produit, 
4 tubes ensemencés aprés chaque temps de contact et 4 témoins. 
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R&ESULTATS. 
a) Pouvoir bactériostatique. — Les résultats de l'étude du pou- 
voir bactériostatique des produits éprouvés sont résumés dans la 
heupet ali: 


Le produit 2 est doué d’une activité remarquable, puisquil 
inhibe la prolifération microbienne & la concentration trés faible 


Concentration 


du produit 
(a Zito 


80 
60 - 


40 


20 


4” 2337 "4 5 6 7 6 Ie 40 ee te Prods 


Fic. 1. — Pouvoir bactériostatique. 


de 10 ppm, concentration inhibitrice du formol vis-a-vis de la 
souche considérée. Les produits 10, 18, 3, 9 sont également cde 
bons inhibiteurs, ils agissent en effet aux concentrations de 
20 ppm pour 10 et 13 et 30 ppm pour 3 et 9. Susceptibles de 
rendre encore des services, bien que doués d’un pouvoir bac- 
tériostatique moyen, sont le produit 11> actif a 40 ppm, et les 
composés 1, 4, 5, 12, dont la concentration inhibitrice minima 
est de 50 ppm. ‘Les trois derniers composés, actifs seulement A des 
doses notablement plus élevées : 80 ppm pour 6 et 100 ppm pour 
7 et 8, doivent étre considérés comme étant doués d’une activité 
trop faible pour étre industriellement valable en matiére de lutte 
contre la corrosion biologique. 


b) Pouvoir bactéricide. — Dans le tableau I se trouvent résumés 
les résultats de l'étude du pouvoir bactéricide des composés 
éprouvés. 
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Sept produits (Lee ate: 4, 8, 9, 13) peuvent étre considérés 
comme bactéricides trés actifs, puisque aprés quinze minutes de 
contact seulement, il ne subsiste aucune bactérie viable. ‘Les 

Ss a Ne 
produits 5 et 10 sont également valables, mais leur action est plus 


Pouvoir 
baclérici ole 
Pouvoir 
N} [] bactériostatiqve 
% de ppm 
germes lues 
10 100 
S J 
30 80 7 Th N 
K) N N 
50 60 N IN IN 
N IN IN 
70 40 N IN IA 
NN IA n IN 
90 20 N IN |S N |i 
: NIN IN IN NIN IS cf 
ee Zee See ao O87 6) SO AOE TI 12 113140 cas 
40 100 
N 
30 80 N 
N 
50 60 yh IN 
N IN 
70 40 N N 
N 
90 20 N IA 
0 NIN IS 1 
A OPIS IS GOT SMS 41123 4h irAedcds 
10 4100 
30 80 . 
N 
3 «0 N 
N 
70 40 S N 
N IN 
90 20 N IN 
N IN i 
0 N IN IN IN Nf 
AD IS SC OO ON A213 au oocis 
Fic. 2. — Pouvoir bactéricide (quinze minutes de contact). 
Fic. 3. — Pouvoir bactéricide (trente minutes de contact). 
Fic. 4. — Pouvoir bactéricide (une heure de contact). 


lente, il faut en effet un contact d’une heure pour amener la 
destruction de toutes les cellules bactériennes. Les composés 11 
et 12 montrent encore une activité, néanmoins leur pouvoir bacté- 
ricide doit étre considéré comme insuffisant, car 4 la concentra- 
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tion de 5 ppm et aprés une heure de contact, quelques cellules 
restent viables. Les composés 6, 7 et 14 doivent, a la concentra- 
tion de 5 ppm, étre rejetés en tant que batéicides (fig. 2, 3, 4). 


Tasteau I. — Pouvoir bactéricide. 
| 
I5 MINUTES 30 MINUTES I HEURE 
DE CONTACT DE CONTACT DE CONTACT 
PRODUITS 
@.} @) |-@) |) G@ | @ |G) GE) Bae 
1 EIEN 08, Ons NCR Ee OA OF fe) 60 | 100 fe) 60 | I00 fo) 60 | 100 
Drea S aegnoeET eile Sermo ee fo) 60 | 100 fo) 60 | 100 ° 60 | 100 
SHER 5 Oo Eee fo) 60 | 100 fo) 60 | 100 ro) 60 | I00 
Zoe eile: renee oer case, seks fo) 60 | 100 fo) 60 | 100 ° 60 | 100 
Dyn elon cb, oR etic exetenene ten 40 20 yey Ill Zio) 30 50 ° 60 | 100 | 
Gli Mas Recer ten ees 50 Io 75 ao 30 50 | 20 40 67 | 
GEN eas NOS Bey S aero 50 Io L7ay 150 IO 17 | 40 20 323 
CoA aRIm om C Ss o-5 Eto nic fo) 60 | Loo fo) 60 | Io0o fo) 60 | Loo 
OQiisvn cosrseapnorn sucioisiereeene re) 60 Ioo fo) 60 100 fe) 60 bmexe) 
KODA Ah BOI6 UO DOS AOI Io 50 83 8 52 87 fe) 60 | Loo 
DIE oot geno o Oipra OO Om we 6 12 48 80 8 52 87 8 52 87 
NT brad 6 Digig eo oe a Ci 14 46 Ga |) MP 48 80 6 54 90 
TS) hr ciare odegensibeorone: eke srens fo) 60 100 fe) 60 Io0o ° 60 100 
TA iessoca: or cuabouses euepeeenvectone 50 Io La 40: 20 33 30 30 50 


(1) Nombre de _ bactéries survivantes; (2) Nombre de _ bactéries  tuées ; 
(3) Pourcentage de bactéries tuées. 


CoNCLUSIONS. 


On peut noter un certain parallélisme entre les pouvoirs bac- 
tériostatique et bactéricide des composés étudiés, A deux excep- 
tions prés cependant, ainsi que le montrent les figures 2, 3 et 4. 
On remarquera en effet que le produit 8, sans action bactériosta- 
tique valable, se trouve é¢tre doué, vis-a-vis de la souche consi- 
dérée, d’un pouvoir bactéricide particuliérement intéressant. 
Inversement, la formaldéhyde, considérée a juste titre comme 
bactériostatique vrai [44], a montré un trés faible pouvoir bacté- 
ricide. 

Ainsi que des expériences préliminaires limitées viennent de 
le démontrer, les concentrations inhibitrices d’antiseptique varient 
suivant la température d’incubation des cultures et suivant les 
souches de Sporovibrio desulfuricans. Ces données seront déve- 
loppées dans une communication ultéricure ; mais on peut tirer 
de ces essais une conclusion d’ordre pratique, a savoir : la néces- 
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sité d’opérer, lors des travaux de recherche appliquée, sur des 
souches isolées a partir de l’installation A protéger, comme |’ont 
préconisé certains auteurs [4, 42]. 

Ces résultats semblent d’autre part confirmer ceux présentés 
par d’autres auteurs {45, 16], qui mettent en évidence l’action 
bactéricide de substances comportant dans leur formule le radical 
lauryle. Ce radical existe en effet chez les composés 2, 3, 4, 5, 9, 
10, 11, 18, qui se sont révélés étre des bactéricides particuliére- 
ment efficaces. 

R&suUME 


L’étude des pouvoirs bactériostatique et bactéricide de 14 
composés vis-a-vis d’une souche pure de Sporovibrio desulfuri- 
cans a été réalisée. Un certain parallélisme entre les actions 
bactériostatique et bactéricide a été noté, sauf chez deux composés, 
dont le formol. Quelques substances présentent un grand intérét 
dans la lutte contre la corrosion biologique, car elles inhibent le 
développement bactérien a des concentrations trés faibles (5 a 
20 ppm) Parmi ces composés, ceux comportant le radical lauryle 
se sont montrés les plus actifs. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE BACTERIOSTATIC AND BACTERICIDAL ACTIVITIES 
OF CERTAIN COMPOUNDS AGAINST A PURE STRAIN OF 
Desulfovibrio desulfuricans. 


Bacteriostatic and bactericidal activities of 14 chemical com- 
pounds against a pure strain of Desulfovibrio desulfuricans have 
been studied. A certain parallelism was noticed between bacte- 
riostatic and bactericidal actions, except for 2 compounds, one 
of them being formaldehyd. Some of these substances are of 
importance in the control of biological corrosion, because they 
inhibit bacterial development at low concentrations (from 5 
to 20 p. p.m.). Among these compounds, those containing the 
lauryle radical were the most active. 
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LES PRODUITS DE DEGRADATION 
DU FIBRINOGENE HUMAIN PAR LA PLASMINE 


1. — SEPARATION ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES (*) 


par V. NUSSENZWEIG (**), M. SELIGMANN (***), J. PELMONT (****) 
et P. GRABAR. 


(avec la collaboration technique de M. BOUCART) 


(Service de Chimie Microbienne, Institut Pasteur) 


Les propriétés des produits de dégradation du fibrinogéne par 
la plasmine ont été peu étudiées jusqu’a présent et la plupart des 
travaux sur ce sujet ont été effectués avec le fibrinogéne bovin. 

Au cours d’une étude immunologique de la fibrinogénolyse [4, 
2], nous avons été amenés a fractionner les produits obtenus 
aprés une dégradation prolongée. La séparation de ces produits 
et l'étude de certaines de leurs propriétés physico-chimiques font 
Vobjet de ce mémoire. 


MATERIEL ET METHODES. 


FipRiNoGENE. — Nous avons employé la méthode de Ware et coll. [3], 
décrite pour la préparation du fibrinogéne bovin ; le plasma humain 
a été prélevé sur solution ACD ou sequestréne disodique. Le fibri- 
nogéne obtenu a été mis en solution de NaCl 0,15 M a des concen- 
trations de 0,5 41,5 p. 100 puis maintenu a — 20°C en ampoules 
scellées. 

Le rendement de la méthode est relativement faible puisque nous 
avons récupéré 30 p. 100 environ du fibrinogéne plasmatique. La 
coagulabilité par la thrombine du fibrinogéne obtenu, déterminée par 
la méthode de Blombiack [4], a varié entre 75 et 100 p. 100 selon les 
préparations. Nous n’avons utilisé dans ce travail que celles des prépa- 


(*) Manuscrit recu le 29 novembre 1960. 

(**) Boursier du Conseil National de Recherches du Brésil (adresse 
actuelle : Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Dept. 
Parasitologie, Brésil). 

(***) Chargé de recherches au C.N.R.S. 

(*#**) Service des Virus et Centre de Recherches de Médecine aéro- 
nautique. 
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rations dont la coagulabilité était supérieure 4 90 p. 100. La coagulabi- 
lité de ce fibrinogéne n’est pas modifiée aprés quinze a trente jours de 
conservation 4 — 20°. Cette préparation ne contient pas de plasmine car 
elle peut rester & 20°C pendant au moins quarante-huit heures, en 
conservant toute sa coagulabilité ; elle contient cependant du plasmi- 
nogene puisque l’addition de streptokinase la rend incoagulable dans 
un délai de dix 4 trente minutes (& pH 7,6 et a 37° C). 

Streptokinase (SK) du laboratoire Diamant (1). 

Thrombine du laboratoire Hoffman-La-Roche. 


Inhibiteur de trypsine du soja (SBI), cristallisé du laboratoire Wor- 
thington Biochemical C°, dilué dans du tampon phosphate de Na, 
pH 7,6, 0,005 M et conservé a 4° C. 


Produits de fibrinogénolyse. — Is ont été obtenus par adjonction de 
SK au fibrinogéne dilué dans du tampon phosphate de Na, pH 7,6, 
0,05 M a raison de 10 unités de SK pour 1 ml de fibrinogéne 4 0,5- 
1,0 p. 100. Aprés des délais variables d’incubation 4 37° C, on préléve 
des échantillons auxquels on ajoute Je SBI pour arréter l’action enzyma- 
tique [5, 6]. 

La concentration en protéines des produits obtenus a été déterminée 
en employant le réactif du biuret selon la technique décrite par 
McDuffie et Kabat [7]. 


ELECTROPHORESE EN MILIEU GELIFIE. — Elle a été effectuée dans des 
conditions analogues a celles décrites par Grabar et Williams [8] 
(gélose 4 1 p. 100 dans un tampon véronal sodique pH 8,2, 0,025 M, 
la couche de gélose ayant une épaisseur de 3 & 4 mm ; tampon dans 
les cuves électrodes A 0,05 M). L’électrophorése a été pratiquée soit 
pendant quatre heures avec une différence de potentiel de 5 V/cm 
dans le gel (plaques de 13 x 18 cm), soit pendant une heure et demie 
avec une différence de potentiel de 8 V/cm (plaques de 10,7 x 4,4 cm). 
Apres |’électrophorése, les plaques ont été fixées puis colorées par le 
Noir Amide [9], et l’enregistrement photométrique des bandes colorées 
effectué avec l’enregistreur d’extinclion II de Zeiss. La détermination 
de Ja mobilité électrophorétique relative a été faite d’aprés la méthede 
décrite par Uriel [10], la sérumalbumine humaine étant  utilisée 
comme protéine de référence et le point de mobilité zéro déterminé 
par une préparation de levane. 


CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE de diéthyl-amino-éthyl-cellulose (DEAE) 
[44, 42]. La DEAb-cellulose (Selectacel du laboratoire Brown, d’une 
capacité de 0,99 mEq/g) a été activée avec NaOH 1 N puis lavée par 
l'eau distillée jusqu’A obtention d’un pH neutre. Elle est ensuite 
lavée a plusieurs reprises avec le tampon initial. La colonne est pré- 
parée par sédimentation de la cellulose sous une pression d’environ 
40 cm d’eau. Nouveau lavage avec le tampon initial jusqu’éa ce que le 
pH de l’éluat soit identique 4 celui du tampon. Aprés passage de la 
solution de protéine, on procéde & un dernier lavage avec quelques ml 

(1) Les abréviations suivantes seront utilisées : SK : streptokinase ; 
SBI : inhibiteur de trypsine du soja; DEAE : diéthyl-amino-éthyl. 
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du tampon initial. L’élution est effectuée sous une pression d’environ 
40 cm d’eau, en utilisant un gradient de force ionique. Ce gradient 
a été obtenu par le dispositif céme-sphére de Sober et Peterson [43]. 
La vitesse d’élution a été d’environ 100 ml/heure pour une colonne 
qui avait 2,5 cm® de section. L’élution des protéines a été suivie par 
lecture de la densité optique des éluats & une longueur d’onde de 
280 mu. 


ULTRACENTRIFUGATION. — L’ultracentrifugation a été faite au moyen 
d’une Spinco analytique modéle E en utilisant la vitesse de 59 780 t/mn 
et un circuit optique type Schlieren, la température du rotor étant 
déterminée avant et aprés chaque expérience. Les constantes de sédi- 
mentation ont été calculées d’aprés la mesure du déplacement de 
lordonnée maxima 4 des temps successifs (au moins 8 photographies 
a des intervalles de quatre 4 seize minutes) selon la méthode indiquée 
par Schachman [44] et les coefficients corrigés pour la densité de 
Veau a 20°C. Les constantes de sédimentation faibles ont été déter- 
minées par emploi d’une cellule a frontiére synthétique de type capil- 
laire. Les essais n’ont pu étre effectués & plusieurs dilutions que pour 
celui des produits qui était le plus concentré. 


CONSTANTE DE DiFFUSION. — Elle a été déterminée selon la technique 
d’Allison et Humphrey [45] par double diffusion en milieu gélifié. 
L’immunsérum anti-fibrinogéne humain, utilisé pour cette précipi- 
tation spécifique provenait de lapins ; la technique d’immunisation 
est décrite ailleurs [1]. Les plaques ont été maintenues a température 
constante (18° C). La constante de diffusion des y-globulines de lapin 
a été considérée comme étant de 3,8 x 10—’ cm? sec— [46]. 

Pour l’une des fractions chromatographiques (B-C, voir Résurats), 
une évaluation de la constante de diffusion a été effectuée a partir 
des données de Jultracentrifugation, compte tenu de 1l’apparente 
monodispersion de cette fraction. On a utilisé Ja cellule 4 frontiére 
synthétique A une vitesse de rotation de 12590 t/mn, puis porté 


i A 
graphiquement pour chaque photographie, la quantité 4 7 (=) en 
fonction du temps. 

Nous ignorons le rapport d’axes des différents produits étudiés ; si 


ce rapport est élevé, certaines de nos données sur les constantes de 
diffusion pourraient devoir étre corrigées. 


RESULTATS 


1° ExLecrropHor&se EN GiLose. — Le fibrinogéne non dégradé 
reste, pour la plus grande partie, dans le réservoir de départ. 
Seule une faible partie du fibrinogéne est déplacée vers la 
cathode. Aprés action prolongée de la plasmine, on constate 
l’apparition de plusieurs produits dont les situations apres élec- 
trophorése sont différentes de celle du fibrinogéne non dégradé 


(fig. 1). 
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L’étude d’échantillons prélevés aprés des délais d’action enzy- 
malique successivement croissants (]’inhibition de la plasmine 
étant assurée par adjonction de SBI a la concentration finale de 
0,3 mg/ml), montre des modifications chronologiques du dia- 
gramme électrophorétique. On constate (fig. 1) : a) la persistance, 
longtemps aprés la disparition de toute protéine coagulable par 
la thrombine, de produits dont la situation aprés électrophorése 
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Fic. 1. — Electrophorése en gélose du fibrinogéne et des produits de fibrinogénolyse 


par la plasmine A différents stades de la dégradation. La courbe 1 est celle du 

fibrinogéne non dégradé (f). Les courbes 2, 3, 4 et 5 correspondent a des délais 

d’action enzymatique de vingt-deux, quarante, soixante et deux cent quarante 

minutes. Toute protéine coagulable par la thrombine avait disparu entre dix et 

vingt-deux minutes d’action enzymatique. I, II et III désignent les principaux pics 

observés sur les diagrammes. SBI: pic correspondant a Vinhibiteur de la trypsine 
du soja. 


est voisine de celle du fibrinogéne natif ; ces produits diminuent 
progressivement au fur et & mesure que la dégradation se pour- 
suit ; b) l’apparition dans toutes nos expériences de trois groupes 
essentiels de produits de dégradation ; deux d’entre eux (I et IJ) 
apparaissent 4 des concentrations croissantes au cours de la lyse. 
Le plus important de ces deux produits (I, fig. 1) a une mobilité 
intermédiaire entre celles des 6 et des y-globulines sériques ; le 
second groupe de produits (II, fig. 1) migre de plus en plus 
rapidement, et, au stade terminal, posséde une mobilité électro- 
phorétique analogue a celle des «,-globulines. Un troisiéme pro- 
duit (III, fig. 1) apparait dés le début de la lyse, atteint une 
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concentration maxima au moment ow toute protéine coagulable a 
disparu, puis diminue progressivement. 

Le pic le plus anodique sur le diagramme de la figure 1 corres- 
pond au SBI. 

Les diagrammes électrophorétiques obtenus aprés dix-huit heures 
d'action enzymatique sont sensiblement analogues a ceux obtenus 
aprés un délai de quatre heures; le pic I est parfois plus étalé. 


Densite optique a 280 mu 
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Fre. 2. — Chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose des produits de dégra- 
dation du fibrinogéne par la plasmine. Concentration du fibrinogéne soumis.a l’action 
de la plasmine: 6,3 mg/ml. L’action enzymatique a été inhibée au bout de sept 
heures par addition de SBI (concentration finale 0,5 mg/ml). Les produits de fibrino- 
génolyse ont été dialysés contre un tampon de carbonate de Na 0,01 M, pH 8,9 et 
passés sur une colonne de 37 cm de hauteur. L’élution a été faite avec un gradient 
allant de carbonate de Na, 0,01 M, pH 8,9 jusqu’a carbonate de Na, 0,01 M, pH 8,9 
+ NaCl 0,10 M. Le commencement et la fin du gradient sont indiqués par les 
fleches. Aprés la fin du gradient, l’élution a été effectuée avec un tampon carbonate 
de Na 0,01 M, pH 8,9 + NaCl 0,2 M. Débit d’élution : 90 ml/h. 


2° CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE DEAE-cEetLuLose. — Le 
fractionnement des produits de fibrinogénolyse obtenus aprés sept 
heures d’action enzymatique a été effectué dans les conditions 
précisées au chapitre Tecunigugs et dans la légende de la figure 2. 

Tous les produits ont été retenus par la cellulose. Apres élu- 
tion, on a récupéré Ja quasi-totalité des protéines soumises a la 
chromatographie et on a décelé 5 sommets, Les éluats ont été 
regroupés en 4 fractions (A, B-C, D, E de la fig. 2). Ces fractions 
ont été ensuite concentrées soit par pervaporation sous pression, 
soit par passage sur une nouvelle colonne de DEAE-cellulose en 
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employant pour l’élution un tampon de plus grande force ionique. 
Les fractions finales ont été dialysées contre une solution de 
NaCl 0,15 M. 


3° PROPRIETES DES PRODUITS ISOLES PAR CHROMATOGRAPHIE. — 


A, Mobilité électrophorétique. — Les fractions A, D et E ont 
formé un pic unique et bien défini a ]’électrophorése. Les mobi- 
lités des fractions D et E sont respectivement analogues a celles 
des pics I et II du diagramme de la figure 1. La fraction A migre 


A B+C D Ki 


Fic. 3. — Ultracentrifugation des 4 fractions séparées par chromatographie sur 

colonne de DEAE-cellulose, a partir des produits obtenus aprés dégradation prolongée 

du fibrinogéne par la plasmine. Les photographies ont été prises & des intervalles 
de seize minutes. De gauche Aa droite: fractions A, B + C, D et E. 


trés lentement. L’électrophorése de la fraction B-C qui comprenait 
deux sommets a la chromatographie (fig. 2) a montré deux taches 
distinctes : une au niveau du réservoir de départ et l'autre dans 
une zone voisine de celle du pic I de la figure 1. 

La mobilité électrophorétique de ces différents produits, par 
rapport a la sérumalbumine humaine: est indiquée sur le tableau I. 


B. Constante de sédimentation. — Chacune des 4 fractions, 
y compris B-C, a donné un seul pic a lVultracentrifugation (fig. 
3). Leurs constantes de sédimentation sont indiquées sur le 
tableau I. Pour le produit D, la constante de sédimentation a 
été déterminée 4 Vaide de trois préparations différentes, obtenues 
apres des délais d’action enzymatique de sept a dix-huit heures ; 
les résultats ont été sensiblement identiques, 
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Pour la fraction B-C, la forme de la courbe donnée par le 
Schlieren a été étudi¢e selon la méthode de Dieu et Oth {47}. 
Elle ne permet de mettre en évidence aucune polydispersion 
nette, sans que l’on puisse toutefois exclure définitivement la 
possibilité d’une légére hétérogénéité étant donné la faible concen- 
tration du produit. 


C. Constante de diffusion. — Nous n’avons pu la déterminer 
par la méthode d’Allison et Humphrey que pour les fractions 
D et E, puisque les autres fractions ne donnent pas de précipi- 
tation spécifique avec nos sérums anti-fibrinogéne [4]. On voit 
sur la figure 4 que la pente de la ligne de précipitation donnée 


| fraction D [ fraction E 


Fic. 4. — Détermination des coefficients de diffusion des produits D et E par la 
méthode d’Allison et Humphrey. Anti-f = sérum de lapin anti-fibrinogéne. 


par chacun de ces produits est différente. La constante de diffu- 
sion de la fraction B-C a été évaluée selon la méthode indiquée 
au chapitre Tecuniquges. Les constantes de diffusion ainsi évaluées 
sont indiquées sur le tableau I. 

Cette donnée, jointe & la constante de sédimentation, permet de 
calculer le poids moléculaire approximatif de ces produits. En 
admettant la valeur de 0,725 pour le volume partiel spécifique, 
le poids moléculaire serait environ de 83 000 pour le produit D, 
35 000 pour le produit E et 18 000 pour les produits B et C. 


D. Thermostabilité. — Le produit D est thermolabile puisque, 
apres chauffage 4 56° C pendant une demi-heure, il précipite soit 
en milieu liquide, soit en gélose. Les autres fractions sont therrio- 
stables. Elles ne précipitent pas et leurs mobilités électrophoré- 
‘ques ne sont pas modifiées aprés chauffage. En outre, on a 
obtenu pour le produit E une réaction d’identité avant et aprés 
chauffage, par étude de la précipitation spécifique en milieu 
gélifié, avec un sérum anti-fibrinogéne. 
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Discussion 


Les données apportées par Ja littérature sur la caractérisation 
des produits de dégradation du fibrinogéne par la plasmine sont 
peu nombreuses. 

Plusieurs observateurs [48> 49, 20] ont constaté que la plupart 
de ces produits doivent étre de poids moléculaire relativement 
élevé puisque, méme aprés une action prolongée de la plasmine, 
90 p. 100 environ de ces produits sont encore précipitables par 
Vacide trichloracétique. 

A Vexception de Kaplan [48], tous les auteurs qui ont étudié 
la dégradation du fibrinogéne bovin ont constaté l’apparition 
de produits ayant des propriétés distinctes de celles du fibrino- 
géne natif. Holmberg [24], puis Seegers [22], ont décrit l’appa- 
rition au cours de la lyse de deux produits différents. Plus récem- 
ment, on a signalé l’existence de 4 produits de dégradation au 
cours de la fibrinogénolyse : Shulman [23] distingue 4 pics a 
Pultracentrifugation et Sherry [19] mentionne lexistence de 4 
taches au moins aprés chromatographie sur papier. Le travail 
de Kowalski [20], portant sur le fibrinogéne humain, a montré par 
électrophorése sur papier, l’apparition d’une série de constituants 
de mobilités variées. 

Aucun de ces auteurs n’a séparé les produits de dégradation 
et leur caractérisation n’a donc pu étre effectuée de facon 
précise. 

iL’électrophorése en gélose (et sur papier) offre des difficultés 
particuliéres dans |’étude du fibrinogéne et de ses produits de 
dégradation. En effet, le fibrinogéne reste, aprés électrophorése, 
dans le réservoir de départ ou a son voisinage [24, 25]. Ce fait 
est da a la précipitation de cette protéine par la gélose [26]; cette 
précipitation a lieu méme si l’on mélange soigneusement le fibri- 
nogéne a la gélose 4 la température du laboratoire. Il en est 
probablement de méme pour certains des produits formés au 
cours de Ja fibrinogénolyse ; il n’est done pas toujours possible 
de définir avec certitude leur mobilité électrophorétique. 

La chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose permet, par 
contre, de dénombrer, dans des conditions salisfaisantes, les pro- 
duits de fibrinogénolyse. Elle a permis en outre leur fractionne- 
ment, premiére étape de leur caractérisation par la conjonction 
de plusieurs méthodes telles que électrophorése, ultracentrifuga- 
tion, étude de la diffusion et des propriétés immunologiques. 

Nos expériences initiales n’avaient permis de fractionner que 
deux constituants [27]. Mais une proportion importante des pro- 
duits de fibrinogénolyse n’avait pas été retenue dans la cellulose. 
Les nouvelles conditions de pH, de force ionique et de gradient 


386 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ulilisées dans le présent travail ont permis une chromatographie 
totale et la séparation de 5 constituants 4 partir des produits 
d’une dégradation par la plasmine poursuivie pendant sept heures. 

L’un de ces constituants (D) représente environ 50 p. 100 des 
produits de dégradation obtenus. Son poids moléculaire approxi- 
matif a pu étre calculé; il est d’environ 83000. Or le poids 
moléculaire du fibrinogéne non dégradé est de 340 000; il est 
donc hautement probable que chaque molécule de fibrinogéne 
donne naissance a deux de ces fragments. Le produit D a pu 
élre isolé a un état relativement pur, comme en témoignent les 
données du tableau I et les données immunochimiques [4]. Cer- 
taines de ses propriétés (mobilité électrophorétique, thermolabi- 
lité) sont analogues a celles du produit a de Seegers [22], obtenu 
a partir du fibrinogéne bovin. 

Le constituant E a pu étre défini de facon satisfaisante 
(tableau I).. Son poids moléculaire est approximativement de 
35 000. Il représente 15 & 20 p. 100 des produits terminaux de 
fibrinogénolyse. Sa mobilité électrophorétique et sa thermosta- 
bilité sont analogues a celles du produit B de Seegers. Les techni- 
ques immunochimiques ont prouvé l’existence d’au moins deux 
impuretés dans la fraction correspondante [4]. 

Les trois autres constituants (A, B et C) sont présents a des 
concentrations moins importantes et ont un poids moléculaire 
plus petit que les précédents. Aucun de ces trois produits ne 
précipite avec les sérums anti-fibrinogéne que nous avons uti- 
lisés [4]. Le constituant, A, aisément isolé par chromatographie, 
a été défini par sa constante de sédimentation et sa mobilité 
électrophorétique. Les constituants B et C ont donné deux sommets 
voisins 4 la chromatographie. Ils ont une constante de sédimen- 
tation analogue et l’étude des diagrammes d’ultracentrifugation 
n’a montré aucune polydispersion nette ; nous devons donc consi- 
dérer leurs poids moléculaires comme sensiblement identiques. 
Mais ils sont séparés par électrophorése en gélose ; l’un de ces 
produits reste dans le réservoir de départ, si bien qu’on ne peut 
pas définir avec certitude sa mobilité électrophorétique. 

Les 5 constituants qui ont ainsi été définis représentent pro- 
bablement, dans nos conditions expérimentales, des produits ter- 
minaux de la dégradation du fibrinogéne par la plasmine en 
milieu salin, C’est aprés un délai de sept heures d’action enzy- 
matique que le fractionnement chromatographique a été effectué, 
alors que, dans cette expérience, toute protéine coagulable par 
la thrombine avait disparu aprés un délai compris entre dix et 
vingt minutes. Or, le diagramme électrophorétique de l’ensemble 
des produits de lyse ne se modifie pratiquement plus au-dela 
de quatre heures d’action enzymatique. D’ailleurs, aprés un délai 
analogue, le pourcentage des produits non précipitables par 
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acide trichloracétique alteint un plateau. En outre, pour le 
produit quantitativement le plus important (D), nous savons que 
la constante de sédimentation reste sensiblement la méme aprés 
des délais de sept et de dix-huit heures. Il n’est cependant pas 
exclu que l’enzyme soit inactivée ou inhibée apres plusieurs 
heures d’action et que, aprés une nouvelle addition de plasmine, 
la dégradation de nos produits « terminaux » se poursuive. 

Mais les diagrammes électrophorétiques successifs de la figure 1 
montrent bien la formation, a des stades plus précoces de la 
fibrinogénolyse, de produits ayant une mobilité différente de 
celle des 5 constituants que nous avons isolés. Ainsi, on voit 
nettement l’apparition, dés le début de la lyse, d’un produit lent 
(III, fig. 2) qui a pratiquement disparu au stade terminal et que 
nous n’avons done pas pu isoler dans nos conditions expérimen- 
tales, Il est probable que Ja disparition de ce constituant est due 
a sa dégradation sous l’action prolongée de la plasmine. 

En outre, analyse immuno-électrophorétique nous a montré 
que des produits précurseurs des constituants E et D appa- 
raissent 4 un stade précoce de la fibrinogénolyse ; dés ce stade, 
une petite quantité d’un produit ayant les mémes caractéristiques 
que D est décelée 4 l’ultracentrifugation. 

IL’action de la plasmine sur le fibrinogéne est donc progressive 
avec formation de produits intermédiaires qui sont 4 leur tour 
attaqués par l’enzyme. C’est une protéolyse limitée qui aboutit 
a la formation d’au moins 5 produits distincts de poids molécu- 
laire relativement élevé, dont nous avons pu définir certaines 
propriétés physico-chimiques. 

Il importe de souligner que les conditions expérimentales dans 
lesquelles a été effectuée cette étude sont trés éloignées de celles 
qui sont réalisées in vivo. 


RESUME. 


Les produits obtenus aprés dégradation du fibrinogéne humain 
par la plasmine pendant un délai de sept heures ont été fractio- 
nés par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose. Les 
cing produits ainsi fractionnés ont été étudiés par électrophorése 
en gélose, ultracentrifugation et diffusion. 

Les deux constituants majeurs ont des propriétés tres diffé- 
rentes. L’un, qui représente environ 50 p. 100 de l’ensemble des 
produits, a une mobilité électrophorétique intermédiaire entre 
celles des 6 et des y-globulines sériques, un poids moléculaire 
approximatif de 83 000 et est thermolabile. L’autre a une mobilité 
d’a-globuline rapide, un poids moléculaire d’environ 35 000 et 
est thermostable. 
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Le trois autres constituants, qui sont présents a des concen- 
trations moins importantes, ont un plus petit poids moléculaire 
que les précédents. 

Ces cing constituants semblent représenter les fragments essen- 
tiels auxquels aboutit, dans nos conditions expérimentales, ]’action 
de la plasmine sur le fibrinogéne. Mais a un stade plus précoce, 
cette enzyme méne a la formation de produits intermédiaires qui 
sont a leur tour dégradés. 


SUMMARY. 


THE DEGRADATION PRODUCTS OF HUMAN FIBRINOGEN BY PLASMIN. 


I. SEPARATION AND PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES. 


The products obtained after 7 hours of degradation of human 
fibrinogen by plasmin were separated by chromatography on 
DEAE-cellulose. The five constituents thus obtained were stu- 
died by electrophoresis in agar gel, ultracentrifugation and dif- 
fusion. 

The two major constituents have very different properties. 
One of them, which represents about 50 p. 100 of the total pro- 
ducts, has an electrophoretic mobility between that of the 6 and 
y-globulins of human serum, a molecular weight of approxima- 
tely 83.000 and is thermolabile. The other product has a mobi- 
lity similar to that of a fast a-globulin of serum, a molecular 
weight of approximately 35 000 and is thermostable. 

The three other constituents, which are present in lower concen- 
trations, have lower molecular weights than the major constituents. 

The five constituents studied seem to represent the essential 
end products of the reaction of plasmin on fibrinogen, in our 
experimental conditions. However, at an earlier stage of the 
degradation, this enzyme produces intermediary products which 
are themselves further degraded. 
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COMMUNICATIONS 


ETUDE SUR LE METABOLISME DES LEPTOSPIRES. 


ESSAI DE MILIEU CHIMIQUEMENT DEFINI 


par Marcel MAILLOUX et Berthe KOLOCHINE-ERBER. 


(Institut Pasteur) 


De nombreux milieux de culture ont été proposés pour entretenir 
les leptospires au laboratoire. Cette pluralité de milieux laisse 4 penser 
que la question n’est pas simple. Les plus utilisés ont tous un 
inconvénient majeur : la nécessité d’y incorporer du sérum de lapin, 
sans lequel les leptospires végétent pendant quelques passages, puis 
meurent. 


Or, le sérum de lapin est trés génant pour les études sur le méta- 
bolisme, les besoins nutritifs, les facteurs de croissance, ainsi que 
pour les recherches sur les antigénes des leptospires. Plusieurs expé- 
rimentateurs ont essayé des milieux dont il était éliminé ou ont 
cherché & le remplacer par les composants chimiquement définis 
dont V’ensemble reconstitué pourrait fournir au milieu les qualités 
nécessaires 4 la culture des leptospires. Savino et Rennella [44] 
auraient réussi a cultiver des souches de L. ictero-hemorragiae dans 
un milieu composé uniquement de sels, d’acides aminés, de vitamines, 
d’hématine. Mais ces résultats n’ont pas été confirmés. Greene et 
ses collaborateurs [9, 10, 43, 15, 16] ont essayé sans succés un milieu 
ou le sérum de lapin était remplacé par un mélange d’amino-acides 
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et de vitamines dont l’analyse du sérum de lapin avait démontré la 
présence. Ils ont réussi cependant A mettre en évidence, dans le 
sérum de lapin, l’existence de deux facteurs nécessaires A la crois- 
sance des leptospires ; l’un dialysable pouvant étre remplacé par la 
peptone et l’asparagine, l’autre non dialysable pouvant étre remplacé 
par la sérumalbumine de lapin mais non par un mélange d’amino- 
acides. Pour Ono [42], pour Stuart [417], ces facteurs pourraient étre 
remplacés au moins en partie par l’asparagine. Rosenfeld et Greene [43], 
estiment que le facteur sérique de croissance ne serait pas de nature 
protéique. 

Dans les laboratoires ot l’on cultive les leptospires on sait que 
Vhémoglobine [4] est nécessaire 4 la multiplication (Savino et Ren- 
nella [14] l’ont démontré) et on ajoute toujours de lhémoglobine 
au milieu de culture. 


De nombreux essais ont été faits pour trouver une substance qui, 
ajoutée au milieu contenant du sérum, favorisdt le développement des 
leptospires : ce sont d’abord les acides aminés qui ont été éprouvés 
par Ward et Starbuck [48], Greene [9, 10], Marshall [44], Ono [42], 
Schneiderman, Greene et coll. [45, 16], Savino et Rennella [414]. Ces 
essais sont peu concluants et les résultats souvent contradictoires 
selon la constitution du milieu de culture un méme amino-acide 
inhibe ou favorise le développement des germes. Les vitamines ont 
été étudiées & ce point de vue par Gram [7, 8], Yoshida [19], Ward 
et Starbuck [48], Rosenfeld et Greene [413], Greene, Schneiderman 
et coll. [15, 16]. Celles du groupe B favorisent le développement des 
leptospires. Gram [7, 8] préconise un mélange de cocarboxylase, de 
vitamine B, et d’acide nicotinique et de nicotinamide. 


Chitov [6] a proposé un milieu sans sérum, constitué par du bouillon 
de foie, additionné de vitamine B, (thiamine). Ce milieu est trés favo- 
rable A la culture de L. ictero-hemorragiae et, d’aprés l’auteur, la 
croissance des leptospires y est plus rapide et plus abondante que 
dans les milieux au sérum. 


Babudieri et Zardi [2, 3, 4] ont étudié le métabolisme des leptos- 
pires, le rdle de la vitamine B,, et celui d’autres facteurs de croissance 
des leptospires : les bases puriques et pyrimidiques. Ils ont noté 
aussi une différence nette de comportement des leptospires pathogénes 
et des leptospires saprophytes aquicoles : pour les premiers, la vita- 
mine B,, est un facteur de croissance permettant de réduire les pro- 
portions du sérum (sans le supprimer) ; pour les seconds, la vita- 
mine B,, pourrait le remplacer complétement. 


Dans leurs expériences, Babudieri et Zardi ont employé un milieu 
ou n’entre pas le sérum de lapin. Ce milieu a pour base les éléments 
de celui de Korthof auxquels les auteurs ajoutent 0,1 pg par ml de 
cyanocobalamine. La formule n’est pas explicitement indiquée. 

Depuis plus d’un an, l’étude de la croissance des leptospires dans 
des milieux dépourvus de sérum de lapin et celle du réle de la 
vitamine B,, comme facteur de croissance ont fait Vobjet du_ pro- 
gramme de recherches du Laboratoire des Leptospiroses. 


Le milieu utilisé ne comprend que des produits simples pouvant 
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étre fournis par l’industrie. I] a pour base certains éléments entrant 
dans la composition du milieu de Stuart [417]. 


Eau physiologique 4 8,5 p. 1000 ............ 50 ml 
Tampons de, SOrensepe (liste rice tae eee 50 ml 
Sollationmrdsasiw an aeiie a (2) eect eaen en ere 10 ml 
Tampon ly cocolle s(G)s screeds tet tat 20 ml 
Vitamine* (Bisme(Ae vcd. acest eaten tts eet 100 pg 
Bau? GIStIe eR eee caer ee ete te econ a ter obanehe eer enone 370 ml p. 500 ml 


Le pH est ajusté a 7,5. 


Pour l’étude de ce milieu chimiquement défini, la technique des 
passages successifs et celle du lavage-centrifugation pour éliminer les 
traces de sérum de lapin ont été utilisées. La premiére permet d’accou- 
tumer plus lentement les leptospires au changement de milieu. 

Les leptospires pathogénes ne poussent pas dams cette nouvelle 
condition. Ils présentent rapidement des formes de souffrance et des 
mouvements saccadés. Leur multiplication s’arréte, puis ils se lysent. 

Nous avons donc expérimenté avec des souches de leptospires sapro- 
phytes isolées de l’eau d’étangs ou de riviéres : cing d’entre elles ont 
donné des réponses qui sont a retenir. 


F : souche de leptospire aquicole isolée d’un étang (étang 3), 
Thiron-Gardais (Eure-et-Loir, 1948). 

H : souche de leptospire aquicole isolée de la Bénoué (affluent du 
Niger, 1953). 

O : souche de leptospire aquicole isolée de 1’Hure 4a Maintenon, 
en septembre 1959. 

P : souche de leptospire aquicole isolée de 1’Eure 4 Chambray, en 
aval de Maintenon, en octobre 1959. 

Sadda : souche de leptospire aquicole isolée d’une séguia d’irri- 
gation prés de Saadda dans la plaine de Marrakech, en 1960. 


Quinze passages des quatre premiéres souches (un tous les dix ou 
quinze jours) ont été faits jusqu’a maintenant, depuis le 1° avril 
1960. Chaque ensemencement a été effectué A la pipette Pasteur. L’ino- 
culum représentait en volume environ le 1/10 du milieu neuf : avant 
le repiquage, chaque culture était examinée au microscope sur fond 
noir, aux points de vue vitalité et richesse. 


(1) Solution tampon Sérensen (pH 7,5) soit : 
NasH PO (12s O)iis cary ecceneee eee eae eee 11,876 ¢ 
KH POymissctie eee datactoe « fas kee aera eee 9,078 Z 
la solution a pH 7,5 est obtenue en mélangeant : 
95 ml de solution de phosphate de sodium, 
5 ml de solution de phosphate de potassium. 
(2) Asparagine (droite) Miil0ie se ee eee eee 13,2 p. 1 000 
(3) Tampon au glycocolle: ajouter 2,5 ml de NaOH, 1 N, a 975 ml de 
glycocolle 0,1 M ; ajouter 10 g de NaCl, et compléter ce mélange a 1000 ml 
avec de l’eau distillée ; ajuster le pH A 8,2. 
(4) La vitamine B,, nous a été aimablement fournie par les Laboratoires 
Roussel, et nous remercions ici les Drs Frette et Gorrand. 
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Dans ce milieu, les cultures de leptospires aquicoles sont moins 
abondantes qu’en milieu de Reiter et Ramme. Cependant l’examen 
au microscope décele au moins 20 a 30 leptospires par champ et souvent 
plus. 

Des témoins fails avec le méme milieu privé de vitamine B,, ont 
été négatifs : les leptospires meurent aprés une lyse rapide. 

La survie des leptospires dans ce milieu a été aussi étudiée. D’ancien- 
nes cultures de la souche H sont conservées au laboratoire depuis 
décembre 1959 : elles sont examinées périodiquement ; ces cultures 
sont toujours riches, les leptospires y sont nombreux et bien vivants : 
ils présentent parfois encore des formes de division, il n’y a pas 
trace de lyse. Dans ce milieu vitaminé et dans le milieu de Reiter et 
Ramme au sérum de lapin, les repiquages montrent une croissance 
normale. 

Pour compléter l’étude de la survie, nous avons examiné le compor- 
tement des souches H et Sadda exposées 4 des températures basses. 
Ces deux souches en milieu chimiquement défini ont été placées au 
congélateur a — 20° et d’autres tubes ont été mis a la glaciére a 
+ 4°. Ces températures ont été maintenues pendant quatre jours. 
Aprés séjour de cing heures 4 température du laboratoire, les leptos- 
pires sont normaux, leurs mouvements actifs; aprés repiquage en 
milieu de Reiter, ou en milieu chimiquement défini, leur croissance 
est active. 

D’autre part, des lavages-centrifugations de cultures ont été répétés 
quatre fois afin de débarrasser les leptospires de toute trace de sérum. 

Les souches de leptospires pathogénes L. ictero-hemorragiae, L. 
grippo-typhosa, L. pomona, L. bataviae, ensemencées dans le milieu 
chimiquement défini, végétent mal et présentent des formes de souf- 
france, puis se lysent 4 partir du troisiéme passage. 

Mais les leptospiroses aquicoles (souche Sadda, L. bifleza souche 
Patoc II, les souches F, H, O, P) se multiplient dans ce milieu aprés 
passages successifs ; la souche Igel se maintient pendant 6 passages 
au moins. 

Pour chaque expérience, et A chaque repiquage, estimant que le 
simple examen morphologique ne suffiit pas toujours, ont été faits 
des témoins en milieu de Reiter et Ramme afin de vérifier la vitalité 
ou la mort des germes. Des leptospires apparemment morts, immobiles, 
peuvent trés bien, reportés en milieu de Reiter, se multiplier et croitre 
4 nouveau ; le repiquage ne pousse pas dans le milieu sans sérum. 


Les leptospires semblent se diviser en deux groupes : 


1° Les leptospires pathogénes parasites, pour lesquels la présence 
du sérum de lapin est absolument indispensable au développement, 
a la multiplication et 4 une longue survie. L’addition de vitamine B,, 
joue un réle favorisant et permet de diminuer la quantité de sérum. 


2° Les leptospires saprophytes aquicoles, qui peuvent croitre sur 
un milieu chimiquement défini composé d’eau, de sels minéraux, 
d’acides aminés (base du milieu de Stuart) et de vitamine B,, (ce 
qui confirme, avec un milieu différent, les résultats de Babudieri). 

La vitamine B,, est donc une substance dont le leptospire est 
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incapable de réaliser la synthése, et en l’absence de laquelle la mullti- 
plication sur notre milieu de base est impossible ; c’est donc un 
facteur de croissance, c’est-’-dire un métabolite essentiel, nécessaire 
au développement des leptospires, et qu’il faut obligatoirement leur 
fournir. 


Résumé. — Exposé des résultats obtenus avec un milieu de cul- 
ture chimiquement défini et contenant de la vitamine B,,. Seuls y 
croissent les souches de leptospires aquicoles saprophytes. Aprés quinze 
repiquages, ou aprés 3-4 lavages-centrifugations et quelques passages, 
les leptospires se développent bien dans ce milieu ; ils y restent actifs 
et s’y multiplient ; on y observe des divisions. Les leptospires patho- 
genes n’y poussent pas. 

On peut donc diviser le genre Leplospira en deux groupes 

1° Les leptospires pathogénes parasites, pour lesquels la présence 
de sérum est indispensable ; 2° les Jeptospires saprophytes aquicoles 
qui se développent dans un milieu sans sérum, a condition d’ajouter 
aux sels minéraux et aux amino-acides de Ja vitamine B,, qui est 
donc un facteur de croissance pour les leptospires saprophytes. 


SUMMARY. 


STUDIES ON THE METABOLISM OF LEPTOSPIRAE. 
ATTEMPTS AT CULTIVATION ON A SYNTHETIC MEDIUM. 


After a rapid survey of the metabolism and growth requirements 
of leptospirae, a medium without serum is described for the culti- 
vation of saprophytic ones. Pathogenic leptospirae do not grow in 
this medium. 

After fifteen subcultures, or after three-four washings and centrifuga- 
tions before seeding, the germs are still active and there are divisions 
in subcultures. 

Leptospirae can be divided into two groups: 1° pathogenic lepto- 
spirae, the culture of which is not possible without serum ; 2° sapro- 
phytic ones, the culture of which is possible without serum in a 
medium containing inorganic salts, amino-acids with addition of 
vitamin B,, as growth factor. 
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INFLUENCE DE DIVERS AGENTS 
DE CHIMIOTHERAPIE ANTICANCEREUSE 
SUR LA PRODUCTION D’HETERO-HEMAGGLUTININES 
CHEZ LE POULET 


par S. ORBACH-ARBOUYS (*) et A. EYQUEM. 


(Laboratoire de Chirurgie, Hépital Paul-Brousse, Villejuif, 
el Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins, Institut Pasteur) 


L’influence favorable de divers antimétabolites sur l’évolution des 
ereffes chez l’animal a été observée par Schwartz [3] et Uphoff [5]. 
L’action de ces antimétabolites a été attribuée a leur intervention 
sur la synthése des protéines, notamment 4 l’inhibition de la forma- 
tion des anticorps. 

Nous nous sommes proposé de comparer l’action de divers antimé- 
tabolites, des agents alkylants et des antibiotiques. L’action de ces 
différentes substances chimiques est encore mal connue ; Jeur consti- 
tution est trés voisine de celle des métabolites naturels avec lesquels 
ils entrent en compétition. Il] nous a semblé intéressant de voir si 
divers agents utilisés en chimiothérapie anticancéreuse avaient le 
méme effet dépresseur sur la synthése des anticorps. 

On dispose A Vheure actuelle de plusieurs types de produits actifs : 
les antimétabolites, les agents alkylants et les antibiotiques. 

Les antimétabolites sont des substances chimiques dont la constitu- 
tion est trés voisine de celle des métabolites naturels ; agissant par 
compétition avec ceux-ci, ils sont capables d’entraver la biosynthése 
des acides nucléiques. 


(*) Attachée de Recherches au C.N.R.S. 
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Les agents alkylants sont définis comme susceptibles de réaliser le 
blocage par alkylation de divers groupements, notamment les groupe- 
ments COOH, PO,, NH,, OH et SH présents dans les protéines et les 
nucléoprotéines. Le blocage de ces groupements conduit a des lésions 
biochimiques et provoque, en particulier, la dénaturation de l’acide 
désoxyribonucléique qui constitue une cible de choix pour les composés 
de ce type. 

Les doses utilisées et les modalités de l’administration sont le reflet 
de celles pratiquées en clinique humaine, puisque celles-ci ont été 
déterminées de facon A obtenir un effet antitumoral maximum, sans 
atteindre l’effet toxique (aplasie médullaire). 


Les substances essayées ont été les suivantes : 


1° Parmi les antimétabolites : la 6-mercapto-purine, indiquée dans 
le traitement de la leucose lymphoblastique. 


2° Parmi les agents alkylants : 


a) dérivés & groupement béta-chloréthyle ou moutardes, en parti- 
culier dans la série aromatique : Je chlorambucil (ou CB 13848, ou 
chloraminophéne) = (acide para-bis-béta-chloro-éthyl-amino-phényl- 
butyrique), indiqué principalement dans le traitement de la leucose 
lymphoide chronique ; 


b) dérivés & groupement éthyléne-imine, en particulier les phos- 
phoramides : le thiotepa ou NN’N’’ triéthyléne-thiophosphoramide, 
efficace dans différents cancers ; 


c) dérivés & groupement ester-sulfonique : le Myleran ou di-méthyl- 
sulfonoxyl-4-butane a action élective sur la série myéloide. 


3° Parmi les antibiotiques : l’actinomycine D, A pouvoir cytostatique 
incontestable sur l’animal. 


Nous avons effectué la premiére partie de cette étude en comparant 
les réponses obtenues chez les poulets témoins et chez les poulets 
traités. Le poulet avait l’avantage de répondre rapidement A un stimulus 
antigénique, ce qui permettait d’apprécier aisément l’action des inhibi- 
teurs. Les études réalisées chez d’autres animaux feront l’objet d’une 
note ultérieure. 


TECHNIQUE. — On opére sur des lots de cing ou six animaux de 1500 ¢ 
environ. 

Les animaux témoins recoivent par voie mtraveineuse 0,1 ml de glo- 
bules rouges humains du groupe O en suspension dans l’eau physiologique. 
On effectue le prélévement de sang par ponction cardiaque, avant l’injection 
de la suspension antigénique, ainsi qu’aux cinquiéme et dixiéme jours. Cing 
groupes d’animaux ont été mis en expérience parallélement. 

lo La 6mercaptopurine a été administrée par voie intramusculaire 
4 raison de 2,5 mg par jour et par poulet, au rythme de 8 injections quoti- 
diennes, avant Vinjection de l’antigéne et 9 fois aprés. Les échantillons 
de sang ont été prélevés aux mémes dates que chez les témoins. 


2° Le chloramphénicol a été injecté par voie intramusculaire A raison 
de 0,5 mg par jour et par poulet, dont 12 injections avant et 9 aprés. 

3° Le thio-tepa a été injecté a raison de 3 mg par poulet par voie intra- 
péritonéale, pour le premier et le deuxiéme jour, et 1,5 mg aux troisiéme, 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 397 
sixiéme, septiéme et huitiéme jours. La suspension antigénique a été faite 
au quatriéme jour et le prélévement aux neuviéme et quatorziéme jours. 


4o Le Myleran a été injecté 4 raison de 1 mg quotidiennement par poulet 
par voie intramusculaire, douze fois avant la suspension antigénique et 
neuf fois aprés. 


5° L’actinomycine-D a été injectée A raison de 10 mg quotidiennement 
par poulet par voie intramusculaire, huit fois avant et neuf fois aprés la 
suspension antigénique. 


Les échantillons de sang ont été recueillis sur héparine ; le plasma est 
séparé aprés centrifugation ; ceci permet d’obtenir une plus grande quantité 
de léchantillon étudié qu’avec le sang coagulé, car la rétraction du caillot 
ne fournit qu’une faible quantité de sérum. 

Le titrage de l’hémagglutinine se fait par dilutions successives des 
plasmas dans l’eau physiologique et sous un volume de 0,5 ml, et par 
contact avec une suspension 4 2 p. 100 des globules rouges lavés prove- 
nant d’un donneur du groupe O. On apprécie le titre de l’agglutination 
aprés centrifugation pendant trois minutes a 1000 t/min. 


RésutTats. — Les animaux témoins répondent de maniére assez 
homogéne au stimulus antigénique. Le titre de l’agglutinine atteint 


RECO R) eelneei i 


gohaach sh, oS hah 


rd rd hd hd hd hd 


AVANT |'5®° JOUR | I10® JOUR AVANT | 5° JOUR | I0® JOUR 
| | 
Animaua témoins Animaux vecevant la 6-mercaptopurine 
DANS cer 160 5 120 I 280 PAZ Oe. seat 40 40 640 
QR cih se = 160 5 120 5 120 B cage 0 Ue 20 640 320 
2 Oana tae 320 5 120 5 120 PER 2 iis. ves ime) I 280 2 500 
Op Geese 640 20 000 5 120 Pe Bu ateg 40 2 500 I 280 
DiS ras, eyie ei 80 5 000 5) 120 Dy iSAone news 40 320 5 000 
OMe hak: 640 I 280 I 280 
Animauxz vecevant le Mylevan Animaux vecevant le chlovambucil 
Ti Gy ware co aire 80 2 500| 10 000 Pee Ree. 160 5 120 2 560 
UK) 5 amo orc 20 40 000 5 000 B act cols Baek ba ee 160 40 80 
2 OMe cs? 40 80 000} 160 000 PafO Fen Brent 160 20 000 | I0 000 
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DD aie yi 80 2 500| 80 000 Piil Tas topep. t manque; 5 120 160 
2S veces the 20 5 000] 320 000 
Animaux recevant le thio-tepa Animaux recevant l’actinomycine D 

TZ sweych we 80 40 000 IO 000 PPE Oty cand % 20 640 640 
Ties Otago 160 IO 000 5 000 Pa Bieeetiy 20 40 80 
eh che fy Rae 80 80 000] 160 000 Ds 8s eas cays 40 160 I 280 
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son maximum au cinquigme jour et on trouve la méme valeur au 
dixiéme jour. 


Les animaux trailés peuvent étre divisés en deux groupes 


1° Dans le premier groupe, les animaux présentent une diminution 
du titre de l’agglutinine par rapport aux témoins : il en est ainsi 
apres traitement par la 6-mercaptopurine, le chlorambucil et l’acti- 
nomycine D. 


Les animaux traités au chlorambucil occupent une position inter- 
médiaire, puisque le titre de l’agglutinine observé au cinquiéme jour 
est voisin de celui observé chez Jes témoins, mais il y a une diminu- 
tion trés nette au dixiéme jour. 


L’actinomycine D provoque une trés nette diminution du titre de 
l’agglutinine, bien que le titre au dixiéme jour soit supérieur a celui 
observé au cinquiéme. 

Chez les animaux traités 4 la 6-mercaptopurine, on trouve un titre 
inférieur 4 celui des témoins ; ce titre a la méme valeur au cinquiéme 
et au dixiéme jour. 


Ces résultats étaient prévisibles d’aprés les observations antérieures ; 
par contre l’augmentation du titre de l’agglutinine apr¢s traitement 
par certains agents (2° groupe) ne pouvait pas étre soupconnée. 


2° Les animaux traités avec le Myleran ou le thiotepa présentent, 
au cinquiéme jour, une tres forte augmentation du titre dont la 
valeur alteint 1/80000 pour la moitié d’entre eux. Il y a au dixiéme 
jour augmentation de ce titre pour certains animaux et diminution 
pour d’autres. 


Discussion. — Les variations de titve des hétérohémagglutinines ont 
été observées chez le lapin. L’inhibition est maximum dans le cas de 
Vhémagglutinine anti-mouton aprés irradiation X a raison de 6 doses 
de 125 r en deux semaines et lorsque la suspension antigénique est 
injectée deux jours aprés la derniére des 6 séances d’irradiation 
(Taliaferro [4]). Chez la souris, linhibition est surtout marquée 
lorsque Virradiation est pratiquée un jour avant ou une heure aprés 
la deuxiéme injection immunisante [2]. 


Le mécanisme de ces inhibitions est encore discuté. I] est évident 
que Vinhibition observée pour une espéce donnée peut ne pas se 
manifester chez une autre espéce. Par contre, aucun élément ne 
permettait de prévoir l’augmentation trés nette du titre agglutinant 
observé aprés injection d’antimétabolites dont la puissance est reconnue. 


Résumt. — Chez les poulets traités par la 6-mercaptopurine, le 
chlorambucil ou l’actinomycine D, le titre de l’hétérohémagglutinine 
observé aux cinquiéme et dixiéme jours aprés une injection unique 
de globules rouges humains du groupe O est plus faible que chez les 
poulets témoins. Au contraire, chez les poulets traités par le Myleran 
ou le thiotepa, le titre de Vhétérohémagglutinine est supérieur A 
celui des poulets témoins. 
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SUMMARY 


INFLUENCE OF CERTAIN CHIMIOTHERAPEUTIC ANTI-CANCEROUS AGENTS 
ON THE FORMATION OF HETERO-HEMAGGLUTININS IN CHICKEN. 


In chicken injected with 6-mercapto-purine, chlorambucil and acti- 
nomycin D, the hetero-hemagglutinin titer (five and ten days after 
a single injection of human O red cells) is lower than in controls. 
In chicken injected with Myleran and thiotepa, this titer is higher 
than in controls. 


awe, 
** 
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